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RESUMO

Guidoni LRM. Estudo da expressdo imunohistoquimica de SOX2 e ALDH1
como biomarcadores em pacientes portadores de carcinoma espinocelular do

pénis. Sdo Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio Prudente].

Introducgdo: O cancer de pénis pode chegar, em alguns paises em desenvolvimento,
até a 20% das neoplasias no homem. O tratamento padrdo ¢ a amputagdo do tumor
primario e na linfadenectomia regional. A baixa acurdcia dos métodos de
estadiamento da doenga linfonodal, que no momento ¢ o fator prognostico mais
importante e a alta taxa de morbidade da linfadenectomia tem estimulado o estudo de
novos fatores prognodsticos preditivos de metédstases em linfonodos, facilitando a
selecdo de pacientes a serem submetidos a linfadenectomia. Foram escolhidos SOX2
e ALDHI1 por terem sido bons resultados preditivos em outros CEC, mas sem
estudos em tecido peniano Objetivos: O presente estudo visa estudar a expressao
imunoistoquimica de SOX 2 e ALDHI1 no carcinoma peniano, além de identificar o
valor progndstico dessa expressdo correlacionando-a com o tumor primario no risco
de metéstase linfonodal e a relagdo destes com as variaveis clinicas, demograficas e
anatomopatoldgicas, bem como sua relacdo com sobrevida livre de doenga e global.
Populacdo e Métodos: Foram avaliados retrospectivamente 203 pacientes com
diagnostico de carcinoma epidermoide do pénis submetidos ao tratamento do tumor
primario e a linfadenectomia radical ou aqueles submetidos ao tratamento do tumor
primario, nao linfadenectomizados, com pelo menos cinco anos de seguimento,
utilizando a imunoistoquimica para analisar os marcadores. Resultados: A expressdo
de SOX2 esteve associada inversa e significantemente com o padrdo de crescimento
vertical e infiltragdo de corpo esponjoso e uretra, porém sem relagdo com sobrevida
global ou cancer especifica. O biomarcador ALDHI1 reagiu apenas com 2% da
amostra, o que fez com que ndo pudéssemos avalid-lo satisfatoriamente. Quando
analisado metéstase linfonodal, ndo houve diferenca significante com a expressdo
nenhum dos marcadores. A infiltracdo perineural, metastase linfonodal, estdiamento

pT foram os fatores independentes de pior sobrevida global Conclusdo: SOX2,



apesar de presente no carcinoma peniano, ndo se relacionou com metastase

linfonodal ou sobrevida. ALDHI1 nao parece ser consideravel em carcinoma peniano.

Descritores:  Neoplasias Penianas. Carcinoma de Células Escamosas.

Biomarcadores. Aldeido Desidrogenase. Genes sry. Imuno-Histoquimica



SUMMARY

Guidoni LRM. [Immunohistochemical expression of sox2 and aldhl as
biomarkers in patients with penile squamous cell carcinoma]. Sio Paulo; 2019.

[Tese de Doutorado-Fundacdo Antdnio Prudente].

Introduction: In some developing countries, up to 20% of all neoplasia in males is
due to penile cancer. The standard treatment is primary tumor amputation and
regional lymphadenectomy. The poor accuracy of lymph node staging methods,
currently the most important prognostic factor and the high morbidity rate of
lymphadenectomy, stimulated the study of new prognostic factors that predict lymph
node metastases, facilitating the selection of patients for lymphadenectomy. SOX2
and ALDHI1 were selected because they presented good predictive results in other
squamous cell carcinomas, but studies on penile tissue were not available.
Objectives: To study the immunohistochemical expression of SOX 2 and ALDHI in
penile carcinoma, as well as identify the prognostic value of this expression,
correlate it with the primary tumor regarding risk of lymph node metastasis and the
relationship with clinical, demographic and anatomopathological variables as well as
disease-free and overall survival. Methods: 203 patients diagnosed with penile
squamous cell carcinoma who underwent primary tumor treatment and radical
lymphadenectomy or primary tumor treatment without lymphadenectomy with at
least five years of follow-up were assessed using immunohistochemistry to analyze
the markers. Results: The SOX2 expression was inversely and significantly related to
the vertical growth pattern and the infiltration of the corpus spongiosum and urethra
but without any relationship to overall or specific cancer survival. The biomarker
ALDHI1 only reacted with 2% of the samples, which meant it could not be
satisfactorily evaluated. None of the markers presented a significant difference
regarding lymph node metastasis. Perineural infiltration, lymph node metastasis, and
staging pT were independent factors of poor overall survival. Conclusion: Although

SOX2 is present in penile carcinoma, it is not related to lymph node metastasis or



survival. ALDH1 does not appear to have a considerable presence in penile

carcinoma.

Key words: Penile Neoplasms. Carcinoma, Squamous Cell. Biomarkers. Aldehyde

Dehydrogenase. Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE PENIS

O cancer de pénis ¢ uma doenca rara em paises desenvolvidos,
correspondendo a 0,4 a 0,6% de todas as neoplasias malignas. J& em paises em
desenvolvimento, o cancer de pénis continua sendo um importante problema de
saude (PARKIN et al. 1997), podendo, em alguns paises da Asia, Africa e América
do Sul, chegar até a 20% das neoplasias no homem (ROTOLO e LYNCH 1991). Nos
Estados Unidos sdo diagnosticados anualmente entre 750 a 1000 casos novos desta
neoplasia, nimero que tem se mantido sem alteracdes nos ultimos 50 anos
(SCHELLHAMMER et al. 1992). No Brasil, dentre as neoplasias malignas do
homem, o cancer de pénis corresponde a aproximadamente 2,1%, com 850
penectomias parciais ou totais por ano, sendo a incidéncia maior nas regides Norte e
Nordeste, onde as condi¢des socioeconomicas sdo piores (BRUMINI et al. 1982).
Dados mais recentes indicam incidéncia de 8,3 casos/ 100.000 habitantes no Brasil
(PIZZOCARO et al. 2010). O cancer de pénis, de modo geral, tem incidéncia
aumentada a partir da sexta década de vida. Entretanto, no Brasil a maior incidéncia
esta entre a quarta e sétima década de vida, com dados mostrando que quase dez por
cento dos casos ocorrem em pacientes abaixo de 35 anos (FAVORITO et al. 2008).
Diagnostico em crianga ¢ raro, com poucos relatos na literatura (CUNHA et al. 1981;
NARASIMHARAO et al. 1985). A presenca de fimose, mas condi¢des de higiene e

baixo padrdo socioecondmico sdo os principais fatores de risco para



desenvolvimento do cancer de pénis (BRINTON et al. 1991). O acesso a agua
encanada representa um dado isolado de importancia no que se refere as condigdes
de higiene, diminuindo a incidéncia do cancer de pénis de 1,15 para 0,82
caso/100.000 habitantes, como foi demonstrado, por exemplo, na Dinamarca
(FRISCH et al. 1995). Aspectos religiosos e culturais podem ser de suma
importancia para a incidéncia desta enfermidade. A realizacdo de postectomia e a
idade da realizacdo da mesma influencia marcadamente em sua incidéncia (TSEN et
al. 2001). Nos judeus postectomizados logo ap6s o nascimento a incidéncia referida
em alguns trabalhos ¢ nula, enquanto os hindus ndo operados a incidéncia pode
chegar a 3,1% (LICKLIDER 1961; PAYMASTER ¢ GANGADHARAN 1967,
LOPES et al. 1993). Nos maiores trabalhos publicados em relagdo a etnia, o “SEER
database” e o estudo epidemiologico brasileiro, hd maior incidéncia entre os
caucasianos (BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007), (FAVORITO et al. 2008).
Entretanto, esses trabalhos sugerem que ndo deva haver distingdo entre a raga negra e
branca, quando se compara nivel socio econdmico semelhante, assim como um
estudo tailandés (VATANASAPT et al. 1995). Corroborando com essa hipdtese, um
trabalho sueco mostra que esses fatores socioecondmicos também se relacionam com

a doenga na Escandindvia (TORBRAND et al. 2017).

1.2 ETIOLOGIA DO CANCER DE PENIS

A etiologia do cancer do pénis ainda ndo estd bem definida. Alguns estudos
sugerem que o esmegma (substancia que ¢ resultante da descamagdo das células

epiteliais da face interna do prepucio), que se acumula em homens com ma higiene,



principalmente com fimose, seria um agente carcinogénico, convertendo esterois
esmegmaticos em esterdis carcinogénicos pela Micobacterium smegmatic (SHABAD
1964; RAJU et al. 1985). Porém, testes experimentais sobre o papel do esmegma tém
obtido resultados conflitantes (FISHMAN et al. 1942; DENNIS et al. 1956) e um
estudo posterior ¢ frontalmente contra essa afirma¢ao (VAN HOWE ¢ HODGES
2006).

A obesidade esta relacionada com varios tipos de neoplasias, inclusive a de
pénis. Esse fato pode ser apenas por dificultar a higiene genital, o autoexame peniano
ou a exposi¢do da glande, que aumentaria a quantidade de esmegma acumulada, mas
também por possivel inflamagdo cronica, estresse oxidativo e resisténcia a insulina
que acompanham a obesidade (BARNES et al. 2016).

Evidéncias epidemiologicas tém associado metabolitos do tabaco como fator
etiologico (HELLBERG et al. 1987, MADEN et al. 1993; HARISH e RAVI 1995),
concretizando ainda mais, a hipdtese de que o fumo causa cancer em todo epitélio
escamo-celular, independente do contato direto da droga com o tecido. Inclusive, ha
indicios que esse fator seja dose dependente (TSEN et al. 2001). Entretanto, esta
relacdo € inconsistente, carecendo ainda de melhores estudos.

A infec¢do por HIV/AIDS ndo teve relagdo com nenhum caso de cancer de
pénis. Por outro lado, infec¢ao por alguns tipos de HPV tem sido associada na génese
do carcinoma peniano tanto nos estudos epidemiologicos (BRINTON et al. 1991),
como em estudos de laboratério, onde segmentos do genoma viral puderam ser
encontrados no DNA de célula do carcinoma peniano (ROSEMBERG et al. 1991).
Técnicas avancadas de biologia molecular, como reagdes de cadeias de polimerase e

hibridizacdo in situ, forneceram evidéncias de um papel etioldgico da infec¢ao pelo



papiloma virus humano na génese do cancer de pénis, pela identificacdo de
sequéncias especificas de DNA de diferentes tipos de HPV em lesdes penianas
primarias (malignas ou benignas), mas ndo em pele normal (VARMA et al. 1991;
IWASAWA et al. 1993). O HPV afeta o epitélio escamoso da genitalia masculina de
maneira similar ao trato genital feminino, incluindo a formagdo de condilomas e a
transformagao neoplasica (SARKAR et al. 1992). A infec¢do ocorre por acesso
direto das particulas virais as células basais através de pequenos traumas ou solugdes
de continuidade, principalmente por contato sexual (BROKER et al. 1987). Apesar
de o virus apresentar mais de 100 subtipos, dos casos associados a infec¢ao pelo
HPV, o tipo 16 ¢ identificado em aproximadamente 80 a 90% dos casos, enquanto
que o HPV 18 ¢ encontrado em cerca de 10% (CUPP et al. 1995). Um estudo
nacional, analisando 82 pacientes relataram a presenga do DNA do HPV em 30,5%
dos casos, sendo 52% do HPV tipo 16 ¢ 16% do HPV 18. (BEZERRA et al. 2001a).
O DNA do HPV tem sido encontrado tanto nos tumores primarios como nas lesoes
metastaticas (BARRASSO et al. 1987; WIENER et al. 1992). Em outros estudos, 70
a 100% dos casos de neoplasia intraepitelial hA DNA de HPV, que também esta
presente em praticamente metade dos carcinomas invasivos (DALING et al. 2005).

Estudos mais recentes demonstram que a presengca de HPV estaria
relacionado a alguns tipos histologicos como basaloide, warty-basaloide e warty e
ndo relacionado aos tipos verrucoso e papilifero (STANKIEWICZ et al. 2010).
Atualmente a infec¢do pelo HPV ¢ considerada, em muitas regides pobres, inclusive
no Brasil, uma doenca epidémica.

Existem algumas lesdes penianas que podem ser consideradas pré-malignas,

descritas no quadro abaixo (HAKENBERG et al. 2014):



Quadro 1 - Lesdes penianas relacionadas com carcinoma peniano.

LESOES ESPORADICAMENTE LESOES PRE MALIGNAS (ATE 1/3 SE
ASSOCIADAS A CEC PENIS TRANSFORMAM EM CEC PENIS
Corno cutaneo Neoplasia intraepitelial de alto grau (grau III)
Papulose bowendide de pénis Condiloma gigante (Buschke-Lowenstein)
Liquen escleroso Eritroplasia de Queyrat
Balanite xerotica obliterante Doenca de Bowen

Doenga de Paget (Adenocarcinoma intradérmico)

1.3 ASPECTOS CLINICOS DO CANCER DE PENIS

O paciente que apresenta cancer de pénis, de modo geral, pertence a um
grupo de homens de baixo nivel socioecondmico, que demora a procurar assisténcia
médica especializada. Alguns fatores como viver em area rural, ter sintomas pouco
intensos, ser solteiro e alcoolatra, parecem aumentar o atraso para a busca de
tratamento médico, enquanto presenca de verrugas ou feridas maiores antecipam essa
busca (GAO et al. 2016). Além disso, existe a dificuldade de acesso ao servigo
médico em cidades pobres e pequenas do interior do Brasil ou nos paises
subdesenvolvidos da Asia, Africa e Américas do Sul e Central, lugares onde essa
doencga ¢ mais prevalente. Essa demora pode levar de 6-24 meses (BUDDINGTON
et al. 1963; LOPES et al. 1994), prejudicando n3o s6 o tratamento, mas
principalmente o prognostico desse doente, tanto em termos de mortalidade, como
em recuperagao sexual (GAO et al. 2016).

O tipo histolégico mais frequente é o carcinoma espinocelular, que incide

entre 95 a 97% dos casos e caracteriza-se histologicamente por queratinizagao,




formagdo de pérola cornea e apresentagdo de varios graus de atividade mitotica
(SCHELLHAMMER et al. 1992). O carcinoma basocelular, o adenocarcinoma, o
melanoma e o sarcoma sdo tipos histologicos que raramente acomete o pénis
(ASHLEY ¢ EDWARDS 1957; DEHNER e¢ SMITH 1970; FEGEN et al. 1970;
JOHNSON et al. 1973; ANTONELLI et al. 1998; HERNANDEZ et al. 2008).
Recentemente, a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) reviu a classificagdo dos
carcinomas de pénis, incluindo diversas variantes de importancia clinica, incluindo
novos tipos histoldégicos como o carcinoma acantolitico, carcinoma epidermdide
papilifero e carcinoma warty-basaloide (CUNHA et al. 2009; CHAUX et al. 2010a e
b; EBLE et al. 2004) (Anexo 1). Além disso, a OMS também incluiu uma
classificagdo relacionando os tumores de pénis com a presenga de HPV (CUBILLA
et al. 2018) (Anexo 2)

O carcinoma de pénis apresenta-se como tumor exofitico ou infiltrativo, na
grande maioria dos casos. Geralmente relatado pelos pacientes como “ferida no
pénis”, podendo vir como sinal isolado ou em associacdo com outros sintomas como:
dor, inflamacgdo, disuria, prurido e hemorragia. O cancer de pénis geralmente inicia-
se na glande estendendo-se para o prepucio e corpo do pénis (mais de 75% dos
casos), podendo, se ndo tratado, invadir corpos esponjoso e cavernoso além da uretra
(SUFRIN e HUBEN 1987; POMPEO et al. 2006). Quando ndo tratado nesta fase,
evolui infiltrando tecidos adjacentes e dissemina por via linfatica, apresentando
metastases regionais, preferencialmente para os linfonodos inguinais e depois, para
os iliacos (NARAYANA et al. 1982; PERSKY ¢ DEKERNION 1986). Metastases
por via hematogénica sdo raras, variando entre 1-10% (BEGGS e SPRATT 1964;

PURAS et al. 1978). As metastases linfonodais quando ndo tratadas, invadem o feixe



vasculonervoso dos grandes vasos, levando os pacientes a morte num periodo de até
2 anos, por sepsis e/ou hemorragias vultuosas por ruptura vascular (BEGGS e
SPRATT 1964; DERRICK et al. 1973). Até o momento ndo existem relatos de

remissao espontanea.

1.4 DIAGNOSTICO DO CANCER DE PENIS E AVALIACAO

LINFONODAL

O diagnoéstico definitivo ¢ realizado a partir da bidpsia da lesdo peniana
suspeita, buscando biopsiar a periferia da lesdo, evitando areas necro-hemorragicas e
quando possivel, obtendo fragmentos do tecido normal. Pode ser incisional ou
excisional naqueles tumores pequenos (LOPES et al. 1994). Nao existem relatos de
efeitos danosos como disseminacao do tumor apos biopsia da lesio (EKSTROM e
EDSMYR 1958). A propedéutica armada, com o uso da ultrassonografia, tomografia
computadorizada, ressonancia nuclear magnética até o momento nao parece auxiliar
no tumor primario (exceto em casos de obesidade modrbida), e permanece bastante
questionada na deteccdo das metastases linfonodais e pélvicas por apresentar baixa
sensibilidade e/ou especificidade (HORENBLAS et al. 1991; BURGERS et al.
1992), sendo utilizado apenas na deteccdo de metastases a distancia
(SCHELLHAMMER et al. 1992; VAPNEK et al. 1992; KAYES et al. 2007,
LUCCHESI et al. 2017) A nova ressonancia, com aceleracdo de nano particulas
linfotropicas (LN-7MRI), e a tomografia computadorizada com emissao de positrons
(18F FDG PET CT) tém estudos com altos valores preditivos positivos e negativos,

porém com altos custos, que dificultam o uso clinico, principalmente em paises em



desenvolvimento (TABATABAEI et al. 2005; GRAAFLAND et al. 2009; DRAGER
et al. 2018).

A pungdo por agulha fina dos linfonodos suspeitos pode ser realizada para
avaliacdo locorregional, entretanto apenas resultados positivos devem ser valorizados
pela baixa sensibilidade do método (HORENBLAS et al. 1991; BURGERS et al.
1992; VAPNEK et al. 1992). Na tentativa de aprimorar a bidpsia de linfonodos
inguinais, CABANAS em 1977, utilizando a linfocintilografia a partir do linfatico
principal no dorso peniano, realizou biopsia do linfonodo positivo pelo gama-probe,
determinando o chamado linfonodo sentinela (LS), o primeiro sitio de disseminagao
da doenga. Segundo o proprio, esse procedimento definiria melhor o estadiamento e
a conduta, ja que a linfadenectomia radical seria evitada nos casos de LS negativo.
No entanto, posteriormente, houve relatos em outros estudos, do desenvolvimento de
metastases linfonodais em pacientes cujo LS foi negativo, e assim questionado o real
valor do método (PERINETTI et al. 1980; WESPER et al. 1986). Alguns anos apos,
HORENBLAS et al. (2000), utilizando a linfocintilografia pré-operatéria com
dextram marcado com tecnécio sob auxilio de um gama-probe no intraoperatorio,
rastreavam os possiveis sitios linfonodais de disseminacao metastatica, obtendo alto
indice de acerto. Dois anos apds, a partir da avaliagdo de 90 pacientes com cancer de
pénis, utilizando o mesmo método de rastreamento, foi relatado um indice de falso
negativo de 22%, com sensibilidade de 80%, deixando duvidas sobre a eficiéncia do
método (TANIS et al. 2002). Posteriormente, dois novos estudos indicam novamente
altas especificidade e sensibilidade, sendo, portanto, um possivel avango na triagem
desses pacientes (LEIJTE et al. 2007, 2009). Atualmente a suspei¢do da presenca de

metastases linfonodais pode aumentar dependendo das caracteristicas do



estadiamento “T” ou do grau do tumor, sendo que local e tamanho do tumor
primario, o subtipo patoldgico, presenca de invasdes perineural e angiolinfatica,
espessura ¢ profundidade do tumor e tipo de invasdo desse tumor, também tem se

mostrado como fatores muito importantes (CUBILLA 2008).

1.5 ESTADIAMENTO DO CANCER DE PENIS

O estadiamento de uma neoplasia consiste em avaliar a extensdo da doenca
do ponto de vista local, regional e a distdncia. Representa um tempo fundamental
para o progndstico e defini¢do da terapéutica a ser instituida.

Virios sistemas de estadiamento foram propostos para se estadiar o cancer do
pénis.

O estadiamento mais utilizado inicialmente foi o proposto por JACKSON
(1966), que classificava a doenca em 4 estadios clinicos:

I - Tumor limitado a glande ou prepucio.

IT - Tumor invadindo o corpo peniano.

IIT - Tumor com metastases inguinais, porém ressecaveis.

IV - Tumor invadindo estruturas adjacentes e/ou tumor associado com metastases
inguinais irresssecaveis e/ou metastases a distancia.

Esta classificagao € basicamente clinica, ndo informando sobre caracteristicas
importantes do tumor primdrio e das metastases, como tamanho, extensdo da
infiltragdo da lesdo primaria, nimero e localizacdo dos linfonodos comprometidos e

grau de diferencia¢do do tumor (SCHELLHAMMER et al. 1992).
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Posteriormente outro sistema de classificacdo ganhou importancia, o TNM da
Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) (HARMER 1978), que leva em
considerag¢do o tamanho do tumor e/ou seu grau de infiltragdo em profundidade (T), a
situacdo dos linfonodos inguinais (N) e a presencga ou auséncia de metastases (M). A
avaliagdo dos linfonodos nesta classificagdo continua sendo clinica. Para tentar
fornecer mais informagdes sobre a extensdo da doenga, a classificagio TNM
incorporou parametros histopatoldgicos do tumor primario e dos linfonodos, como
infiltragdo de corpo cavernoso, uretra, metastases em um ou mais linfonodos
inguinais e metastases em linfonodos pélvicos (HERMANEK e SOBIN 1987).

Com menor frequéncia, fatores tais como tipo histologico, grau histolégico e
algumas caracteristicas clinicas sdo adicionadas ao TNM para prover estadios
clinicos. O fator mais importante em termos de progndstico até o momento ¢ a
invasdo angiolinfatica, que atualmente faz parte da classificagio TNM para neoplasia
de pénis (LOPES et al. 1996; LEIJTE et al. 2008; SOBIN et al. 2009). Entretanto, a
literatura tem mostrado que a inclusdo de biomarcadores pode subdividir as classes
de tumores existentes nas classificagdes morfoldgicas existentes. Além disso, para o
uso de novas drogas alvo-especifico tais como imatinib, gefitinib e cetuximab, ¢
necessario que o respectivo biomarcador esteja expresso ou mutado para a
efetividade do tratamento. Portanto, a identificacdo de biomarcadores nos diversos
tumores ¢ um dos principais alvos de pesquisa hoje. Nos ultimos anos, o
A.C.Camargo Cancer Center tem contribuido com varios estudos nesse segmento,
com avaliagdo de p53, HPV, E-caderina, MMP-2, MMP-9, MIB-1, Ki-67, (LOPES
et al. 2002; BEZERRA et al. 2001b; CAMPOS et al. 2006; GUIMARAES et al.

2007).



Quadro 2 - TNM - Estadiamento TNM (2009).

ESTADIAMENTO DO TUMOR PRIMARIO

Tx | Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO |Sem evidéncia de tumor primario

Tis | Carcinoma in situ

Ta | Tumor verrucoso nao invasivo

T1 | Tumor invade tecido conectivo sub-epitelial

T1a | Sem invasdo linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado (T1G1-2)

Com invas@o linfovascular ou pobremente diferenciado/ indiferenciado (T1G3-
Tib |4)

T2 | Tumor invade corpo cavernoso ou esponjoso

73 | Tumor invade uretra ou prostata

T4 | Tumor invade estruturas adjacentes
ESTADIAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS

Nx | Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO | Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 |Linfonodo inguinal unilateral palpavel e movel

N2 | Linfonodos inguinais bilaterais ou multiplos palpaveis e méveis

N3 | Massa nodal inguinal fixa ou linfadenopatia pélvica, unilateral ou bilateral
ESTADIAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS

Mx | Metastases a distancia ndo pode ser avaliada

MO | Auséncia de metéstases a distancia

M1 | Metastases a distancia

Fonte: SOBIN et al. (2009)



Quadro 3 - TNM - Classifica¢ao anatomia patologica TNM (2009).

ESTADIAMENTO DO TUMOR PRIMARIO (IGUAL ESTADIAMENTO

CLINICO)

Tx [Tumor primario nao pode ser avaliado

TO |Sem evidéncia de tumor primario

Tis |Carcinoma in situ

Ta (Tumor verrucoso nio invasivo

T1 |Tumor invade tecido conectivo sub-epitelial

T1a [Sem invasdo linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado (T1G1-2)

T1p |Com invasdo linfovascular ou pobremente diferenciado/ indiferenciado (T1G3-4)

T2 |Tumor invade corpo cavernoso ou esponjoso

73 [Tumor invade uretra ou prostata

T4 |Tumor invade estruturas adjacentes
ESTADIAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS

Nx |Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO |Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 [Metéstases tinica em linfonodo inguinal superficial

N2 |Metéstases multiplas ou bilaterais em linfonodos inguinais
N3 Metastases em linfonodos pélvicos, invasdo extra nodal de qualquer linfonodo
metastatico

ESTADIAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS

Mx |Metastases a distancia ndo pode ser avaliada

MO |Auséncia de metastases a distancia

M1 |Metastases a distancia
GRADUAQAO HISTOPATOLOGICA

Gx_ |Grau ou diferenciag¢@o ndo podem ser avaliados

G1 |Bem diferenciados

G2 |Moderadamente diferenciados

G3-4 |Pobremente diferenciados / indiferenciados

Fonte: SOBIN et al. (2009)
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1.6 ASPECTOS TERAPEUTICOS DO CANCER DE PENIS

A principal forma de tratamento do cancer de pénis € a cirurgia, que se baseia
na ressec¢ao do tumor primario e linfadenectomia inguinal ou inguino-iliaca bilateral
(CATALONA 1980; 1988; HORENBLAS et al. 1991; LOPES et al. 1996).

Atualmente, com o desenvolvimento tecnolégico e o aperfeicoamento de
novas técnicas cada vez menos invasivas, em prol do efeito cosmético, melhor
qualidade de vida e reintegragdo biopsicossocial do paciente, priorizando sempre, a
eficiéncia do tratamento e a cura do tumor, as lesdes pequenas (em estadios iniciais)
podem ser tratadas de forma conservadora (LONT et al. 2006). Isso pode ser
realizado tanto por radioterapia, laser terapia como até ressecgdes regradas, com
excisdo local da lesdo, respeitando com rigor as margens de seguranca (MOHS et al.
1992; MEIJER et al. 2007, TEWARI et al. 2007). H4 algumas restrigdes, como
pacientes obesos, diabéticos, imunossuprimidos e em terapia anticoagulante, que tém
tido piores resultados por dificuldade na realizacdo do procedimento e/ou na
cicatrizacdo adequada do tratamento da lesao (TIETJEN e MALEK 1998).

Entretanto, esses casos necessitam de protocolos bem definidos e indicagdes
criteriosas, além de um acompanhamento rigoroso no pos-operatdrio, pois os indices
de recidiva sejam locais ou regionais sdo aumentados (ODLAND 1997; LONT et al.
2006). Com isso, o sucesso desses tratamentos s6 € possivel com vigilancia intensa,
ao menos a cada 3 meses inicialmente, o que geralmente ndo ¢ possivel na maioria
dos pacientes portadores de cancer de pénis, por motivos socioecondmicos
(SHINDEL et al. 2007). Sendo assim, a orientacdo atual é para que ndo se faca

retratamento com técnicas menos invasivas apos duas recidivas e que tumores
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maiores ou iguais a “T2” devam ser tratados com amputagdo parcial ou total
(MEIJER et al. 2007).

Apesar do impacto mutilante, as amputagdes parciais ou totais do pénis sdo
na pratica clinica, as cirurgias mais realizadas no tratamento do carcinoma peniano,
mesmo porque, na maioria dos casos o diagnostico do tumor ¢ feito tardiamente, ja
em estadio avangado. Amputacdes parciais devem apresentar margem entre 1,0 e 1,5
cm do tumor. Somente com margens adequadas, as taxas de recidivas locais sdo
baixas (DEKERNION et al. 1973). Em lesdes que infiltrem a base do pénis ou em
tumores extensos, com cotos penianos inadequados, geralmente menores que 4,0 cm,
as amputacdes totais com uretrostomia perineal sdo mais adequadas (DAS 1992).

A outra etapa fundamental na cura do cancer de pénis é a abordagem
terapéutica dos linfonodos regionais quando necessario, com indice de cura poés
linfadenectomia variando de 30-70%, visto que quando presente ¢ ndo tratados, o
obito ocorre em geral dentro de dois anos (DEKERNION et al. 1973; CATALONA
1980; POMPEO 1993). A sobrevida do doente é inversamente proporcional ao
nimero de linfonodos acometidos, com vdarias séries reportando sobrevidas
favoraveis em individuos com baixas taxas de acometimento linfonodal poés
linfadenectomia (SRINIVAS et al. 1987; FRALEY et al. 1989; ORNELLAS et al.
1994). Apesar da baixa acurdcia dos métodos outrora utilizados na avaliagdo
linfonodal (SUFRIN e HUBEN 1987) e da alta morbidade da linfadenectomia
(HERR 1992; LOPES et al. 1996), a sele¢do dos pacientes deve ser criteriosa
(BEGGS e SPRATT 1964; KAMAT et al. 1993; COBLENTZ e THEODORESCU

2002), pois ¢ a tltima e tnica chance de cura do doente.
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Muitos protocolos advogam o uso do antibidtico durante 2 a 6 semanas pos
tratamento do tumor primario do pénis, ndo s6 para um maior controle da infec¢ao
subjacente ao tumor, ja que a linfadenopatia inflamatéria ¢ um diagnostico
diferencial importante, mas também, pela redu¢do da morbidade perioperatoria
relacionada com a linfadenectomia inguinal posterior (ROTOLO ¢ LYNCH 1991;
SCHELLHAMMER et al. 1992).

Existe uma polémica entre a realizagdo de linfadenectomias terapéuticas ou
profilaticas. Alguns estudos mostram que a realizacdo das primeiras propicia uma
sobrevida semelhante quando da realizacdo das ultimas (EKSTROM e EDSMYR
1958; BEGGS e SPRATT 1964); entretanto, estudos mais recentes ndo confirmam
estes achados, mostrando indices de sobrevidas superiores quando realizadas
profilaticamente em comparagdo com as terapéuticas, principalmente nos T2 e T3
(MCDOUGAL et al. 1986; FRALEY et al. 1989). Dessa forma, a tendéncia atual ¢
realizar linfadenectomias profilaticas nos tumores com estadio T2 e T3 e sem
linfonodomegalia palpavel. A forma de realizacdo da linfadenectomia também ¢
variavel, podendo ser aberta, videoendoscopica ou videoendoscopica com auxilio de
robd6 (CATALONA 1988). Atualmente, a cirurgia videoendoscdpica, que ja ¢€
utilizada na dissecc¢ao linfatica pélvica desde 1990 (SCHUESSLER et al. 1991), vem
trazendo contribuigdes importantes nao s6 na linfadenectomia pélvica, mas também
na linfadenectomia inguinal nos pacientes com carcinoma de pénis. TOBIAS-
MACHADO et al. (2007) iniciou em nosso meio, com resultados favoraveis, como
menor morbidade, menor permanéncia hospitalar, nimero de linfonodos ressecados
satisfatorios, além de recuperagdo pos-operatoria melhor e mais rapida. Atualmente

com avango da tecnologia, a cirurgia laparoscopica assistida por robd ja ¢ uma
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realidade nos grandes centros, com resultados excelentes (ELSAMRA e¢ POCH
2017). A lateralidade da linfadenectomia ¢ definida pela drenagem linfonodal do
orgdo, que ¢ do tipo cruzada, assim, a linfadenectomia bilateral deve ser sempre o
padrdo, ja que o risco de metastases contralaterais é de até 30% (SRINIVAS et
al.1987; LOPES et al. 1996). Por outro lado, a linfadenectomia pélvica, s6 deve ser
realizada quando da positividade dos linfonodos inguinais, pois a disseminagdo
pélvica é encontrada apenas em 15 a 30% dos casos (SRINIVAS et al. 1987; PURAS
et al. 1978) e a disseminacdo linfatica exclusiva para os linfonodos pélvicos ¢

bastante rara (ABI-AAD e DEKERNION 1992).

1.7 FATORES PROGNOSTICOS DO CANCER DE PENIS

A presenca de metéstases linfonodais ¢ o principal fator de prognéstico no
carcinoma de pénis, (STAUBITZ et al. 1955; WAJSMAN et al. 1977), prevalecendo
como consenso em varios estudos (NARAYANA et al. 1982; YOUNG et al. 1991;
POMPEO 1993; HORENBLAS et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al.
1996). Corroborando este consenso, SUFRIN e HUBEN (1987), obtiveram 27,5% e
66,2% de sobrevida em 5 anos, dos pacientes com e sem metastases linfonodais,
respectivamente; SRINIVAS et al. (1987) apresentaram indices de 28% para aqueles
com metastases e de 74% para os sem metastases, também em relagdo a sobrevida
em 5 anos.

Ao longo dos anos, inimeros autores tentaram correlacionar fatores clinicos
e/ou patologicos com comprometimento linfonodal pelo carcinoma peniano,

buscando escores cada vez mais especificos, proporcionando uma sele¢do correta dos
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pacientes com melhor ou pior prognoéstico e, a partir dai uma abordagem eficaz com
o minimo de morbimortalidade e o maximo de curabilidade da doenga. Alguns
autores correlacionaram a extensdo do comprometimento linfonodal com o
prognostico, sugerindo até algumas classificagdes como a que dividia o status
linfonodal em NI1- Apenas 1 linfonodo comprometido; N2- 2-6 linfonodos
comprometidos; N3- >6 linfonodos, sendo N3a- Unilateral e N3b- Bilateral. N4-
Comprometimento extra nodal (SRINIVAS et al. 1987). Neste mesmo estudo, foi
relatada sobrevida em 5 anos de 50-80% nos casos de N1 e N2 e de 4-12% nos casos
de N3 ¢ N4. HORENBLAS et al. (1993), observaram que pacientes com mais de 2
linfonodos inguinais metastaticos, apresentavam ndo sO maior incidéncia de
metastases linfonodais contralaterais e pélvicas, como também maior indice de 6bito
pela doenga. Estudos mais recentes, também obtiveram uma correlagdo diretamente
proporcional do numero de linfonodos com o aumento da taxa de dbito pela doenga
(LOPES et al. 2000).

Quando da correlagdo de fatores clinicos e histologicos do tumor primario
com o progndstico do carcinoma peniano, SOLSONA et al. (1992), correlacionando
o sitio do tumor com o prognoéstico da doenga, observou que 64,3% dos pacientes
com invasdo de corpo cavernoso apresentaram metastase linfonodais, diferentemente
daqueles sem invasdo com apenas 4,2% de metéstases. Posteriormente, a partir de
uma analise prospectiva, o0 mesmo autor demonstrou que no estadio T1 havia 11% de
comprometimento linfonodal contra 63% no estadio T2 e T3 (SOLSONA et al.
2001). LOPES et al. (1996), avaliando espessura tumoral e presenca de invasdo
vascular e linfatica de células tumorais, observaram que tumores com profundidade

maiores que Smm, apresentavam um numero maior de metastases linfonodais em
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comparagdo aos tumores mais superficiais, € que a embolizacdo tanto vascular
quanto linfatica é fator preditivo para metastase linfonodal, fato este, também
observado por outros autores (FRALEY et al. 1989; SLATON et al. 2001;
GUIMARAES et al. 2006).

O grau de diferenciagdo do tumor ¢é outro aspecto aventado por muitos
autores como preditor, ndo somente de comprometimento linfonodal, mas também de
sobrevida global (POMPEO 1993; SLATON et al. 2001). FRALEY et al. (1985),
ratificaram estd afirmativa, quando observaram que pacientes com tumores pouco
diferenciados, apresentam mais metastases linfonodais e menor sobrevida quando
comparadas a lesdes mais diferenciadas. SOLSONA et al. (2001), relatou risco de
metastases linfonodais de 15% para os tumores de grau 1, 67% para o grau 2 ¢ até,
75% para o grau 3. GUIMARAES et al. (2006), avaliaram o tipo de invasdo
patolédgica do carcinoma epidermoide do pénis (baseada em padrdes histologicos de
tumores de outros 6rgdos em seres humanos), e procuraram correlaciona-la ao
comprometimento linfonodal. Observaram uma significancia estatistica para o tipo
infiltrativo (invasdo em bloco, que infiltra amplamente o estroma do 6rgao) com 65%
de metéstase linfonodal em comparag¢do ao tipo pushing (invasdo em bloco com
interface tumor hospedeiro bem delimitada) com apenas 23% de metastase nos
linfonodos.

Atualmente, alguns autores estdo desenvolvendo nomogramas buscando
avaliar o progndstico dos pacientes com neoplasia peniana. CHAUX et al. (2009)
realizaram um indice progndstico de presenca de metastases linfonodais e de
sobrevida, baseado em trés variaveis: grau histoldgico, profundidade de invasdo

tumoral e invasdo perineural. As variaveis grau histologico e profundidade de
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invasdo variam de 1 a 3, com a maior numeragao para 0s tumores mais agressivos.
Quando da presenga de infiltragdo perineural soma-se mais um ponto. A orientagdo
desse indice ¢ ndo realizar linfadenectomia em casos de soma 2 e 3, sempre realizar
nos casos de soma 5 a 7 e avaliar individualmente os casos de soma 4. Em outro
estudo, FICARRA et al. (2006), desenvolveram um nomograma baseado no estadio
clinico dos linfonodos inguinais e nos achados patolégicos dos tumores primarios
tratados que pudesse estimar o risco de desenvolvimento de metastases nos
linfonodos e assim, tivesse o papel de selecionar com maior critério quais os
pacientes que realmente se beneficiariam com a linfadenectomia radical em relacio
ao prognostico e sobrevida, independente da morbimortalidade intrinseca do
procedimento. Os fatores de maior risco para o desenvolvimento de metastase
linfonodal foram em ordem decrescente: invasdo vascular e/ou linfatica; presenca
clinica de linfonodomegalia; grau histolégico do tumor; tipo de crescimento tumoral
e infiltragdo de corpo esponjoso; invasdo de corpo cavernoso; infiltracdo de uretra;
espessura do tumor. Esses fatores somados ddo o escore do paciente, sendo que
quanto maior a pontuagdo, maior o risco de metastases linfonodais. KATTAN et al.
(2006), aperfeicoando este nomograma, criou um segundo nomograma baseado desta
vez, nos achados patologicos pds-amputacao e pds-linfadenectomia. Observaram que
a espessura tumoral, nesse novo nomograma representa um risco bem aumentado de
desenvolvimento de metastases linfonodais quando comparado ao nomograma
anterior. O risco na infiltragdo cavernosa suplantou o da infiltracdo esponjosa em
relacdo também ao nomograma anterior, ¢ o risco diminuiu, entretanto, quando o
fator analisado foi tipo de crescimento tumoral (vertical ou superficial). O HPV,

infecgdo associada ao carcinoma de pénis, também muito estudado como fator
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correlacionado ao comprometimento linfonodal, nao demonstrou influéncia
estatisticamente significativa, quando da presenca isolada do DNA-HPV em relagdo
ao aumento da incidéncia de metastases linfonodais (VILLA e LOPES 1986;
BEZERRA et al. 2001b). Por outro lado, a associagdo da presenca do DNA-HPV
com o aumento da expressdo do p53 sdo relacionadas a um pior progndstico da
doenca (LOPES et al. 2002).

Contudo, apesar de todos esses estudos tentarem correlacionar os fatores
clinicos e/ou anatomopatoldgicos, ndo existe ainda uma precisao inconteste no
estadiamento do tumor. Com o aperfeigoamento de técnicas de anatomia patoldgica e
o desenvolvimento tecnologico, passou-se a se estudar fatores biomoleculares
preditores de prognostico, buscando assim, ampliar as ferramentas disponiveis para o
melhor estadiamento e selecdo de pacientes. LOPES et al. (2002), a partir de um
estudo de 82 pacientes com carcinoma peniano, demonstraram que a hiperexpressao
do p53 estava associada a uma alta incidéncia de metastases linfonodais tanto na
analise univariada quanto na multivariada.

A partir do estudo da Prostaglandina E2 (PGE2) e Ciclooxigenase (COX) em
carcinoma peniano, foi observada uma expressdo aumentada de ambos
biomarcadores, tanto através da imunoistoquimica, quanto pela técnica do “western
blotting” somente em células tumorais, sem crescimento dos mesmos em tecido
normal do pénis (GOLIJANIN et al. 2004). CAMPOS et al. (2006), avaliaram,
através da técnica de imunoistoquimica, a caderina-E (E-caderina), a
metaloproteinase 2 (MMP-2) e a metaloproteinase 9 (MMP-9) como fatores
prognoésticos no cancer peniano, relatando uma associagdo significativa da baixa

expressdo da caderina-E com metastases linfonodais. Em relacdo a recorréncia da
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doenga, a expressao da MMP-9 mostrou-se como fator independente de risco.
SOARES et al. (2006), confrontando os trés tipos de crescimento e invasdo do
carcinoma peniano com a expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases dos
tipos 2 e 9, obtiveram uma associagdo interessante entre a expressdo aumentada das
metaloproteinases 2 ¢ 9 com um padrao maior de invasdo, principalmente naqueles
tumores com pouca diferenciagdo histologica. GUIMARAES (2003) questionaram o
valor prognostico do PCNA e do MIB-1/KI-67 no CEC de pénis, demonstrando
relacdo com a presenca de linfonodos metastaticos, porém sem relagdo com a
sobrevida.

Infelizmente o crescimento das pesquisas em cancer de pénis ocorre de forma
muito mais lenta em comparagdo a outros tumores uroldgicos, como prostata, bexiga
e rim. Analisando nesse momento a literatura mundial, podemos afirmar que ha
menos de 50 estudos significativos com marcadores tumorais nesse tumor, sendo que

ndo ha nenhum relacionando marcadores de células tronco tumorais.

1.8 CELULAS TRONCO TUMORAIS

As células-tronco (SC) possuem a capacidade de diferenciar em diversos
tipos de células de nosso organismo e isso faz delas objeto de grande interesse na
ciéncia. Recentemente, diversas pesquisas mostraram os resultados positivos da
utilizagdo de células-tronco no tratamento de doengas, como hemofilia, osteogénese
imperfeita, lesdes de cartilagem ou na recuperacdo da medula dssea apds
quimioterapia/radioterapia, na recupera¢do do musculo cardiaco apds infarto do

miocéardio e no tratamento de lesdes neurais apds acidente vascular encefalico ou
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trauma. Além disso, diversos estudos clinicos envolvendo células-tronco estdo em
desenvolvimento e os resultados sdo bastante promissores.

No entanto, as mesmas qualidades que tornam as células-tronco valiosas na
medicina regenerativa, na engenharia tecidual e na biotecnologia, como a capacidade
de proliferar dando origem a outras células-tronco, também podem causar problemas
a saude. Cientistas descobriram que mutagdes que afetam o potencial de
diferenciagdo das células-tronco, combinadas com a falta de controle da sua
capacidade proliferativa, podem transforma-las em “células-tronco tumorais* (CSC).

As neoplasias malignas nao apresentam o mesmo tipo de formagdo e
progressdo, entretanto os cientistas t€m demonstrado que uma grande parte de
tumores seguem a hipotese das células tronco tumorais (CSC). Essas células seriam
uma subpopulagao de células com potencial ilimitado de replicagdo e capacidade de
se autorrenovar, caracteristicas que as diferenciam das demais células ndo
tumorigénicas, além de exclusiva capacidade de iniciar e manter o crescimento
tumoral (DALERBA et al. 2007; SHACKLETON 2010). As primeiras evidéncias de
CSC foram descritas nas leucemias em um estudo publicado por BONNET e DICK
(1997), os quais demonstraram que um grupo especifico de células tumorais foi
capaz de replicar tumores in vitro com grande facilidade, enquanto o mesmo ndo era
obtido com o restante das células leucémicas. Estas células foram diferenciadas das
outras por sua capacidade de expressar a molécula CD34 e ndo expressar a molécula
CD38, sendo entdo denominadas como CSC. Posteriormente, essas células também
foram identificadas em tumores so6lidos. Na mama, AL-HAJJ et al. (2003)

demonstraram que o implante de cerca de 100 células CD44+ e CD24- foi capaz de
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formar tumores primdrios e secundarios, enquanto o mesmo efeito ndo foi obtido
com o implante de dezenas de milhares de células tumorais normais (PINHO 2009).
Nas pesquisas atuais, as populagdes tumorigénicas sdo separadas das demais
com base na utilizagdo de determinados marcadores (como o ALDH1 por exemplo) e
posteriormente sdo realizados ensaios in vitro e in vivo para confirmar as
propriedades “tronco” da populagdo separada, que geralmente demonstra alta
expressdo de fatores de transcricdo relacionados a autorrenovagdo de células

embriondrias (como o SOX2, por exemplo) (SILVA 2017)

19 SOX2

1.9.1 Definigdo SOX2

SRY (regido determinante do sexo Y) -related HMG-box gene 2, também
conhecido como SOX2 ¢ um membro da familia de fatores de transcricdo SOX, que
desempenham papéis essenciais em varias fases de desenvolvimento de mamiferos.
Este marcador faz parte de um grupo de proteinas altamente ligadas a dominios de
DNA, conhecidos como dominios HMG (Grupo de alta mobilidade) contendo cerca
de 80 aminoacidos. SOX2 tem um papel fundamental na manuten¢do de células-
tronco embriondrias (ESC) e neurais e ¢ uma grande promessa em pesquisa
envolvendo indugdo da pluripoténcia, um campo emergente € muito promissor da
medicina regenerativa. As evidéncias estdo aumentando sobre a relagdo crucial dessa
proteina no desenvolvimento da embriogénese e do cancer. Em carcinoma de células
escamosas, as amplificacdes de genes tém frequentemente como alvo a regido 3q26.

Como o gene para SOX2 esta dentro desta regido, ele ¢ considerado um oncogene
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(STEVANOVIC et al. 1994). Este gene estd dentro de um intron de outro gene
chamado SOX2 (SOX20T) e ¢ um fator chave de regulagdo varios carcinomas,
como citado acima, dirigindo muitos genes envolvidos na progressao tumoral. Sua
hiperexpressdo ativa também a migracdo celular e crescimento independente de
ancoragem.

Esse fator de transcricdo codifica um membro da familia de fatores de
transcrigdo HMG-box (SOX) relacionados a SRY (SOX) envolvidos na regulagdo do
desenvolvimento embrionario e na determinagdo do destino das células.

A rede de interagdo proteina-proteina das células tronco embrionarias (ESC)
que inclui SOX2 e OCT4, faz parte de um circuito de sinalizagdo e transcrigdo
altamente interdependente que integra todas as principais fungdes celulares, como

visto na Figura 1.

Regulate and Coordinate
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!

Protein-Protein Interaction
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Essential Regulators

Regulate and Coordinate
Signal Transduction Networks

Regulate Expression of Genes that
Code for Their Associated Proteins

Fonte: Extraido de RIZZINO (2013)
Figura 1 - Modelo esquematico das fungdes das ESC, entre elas SOX2
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As ESC sdo caracterizadas por trés caracteristicas distintivas: pluripoténcia
(capacidade de diferenciacdo em tecidos derivados das trés camadas germinativas),
auto renovagdo (manutencdo de um estado indiferenciado) e proliferacao ilimitada.
(RIZZINO 2013).

A pluripoténcia refere-se a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de
células do embrido quando o estimulo apropriado é fornecido. Um dos modelos de
células-tronco mais precoce ¢ bem estabelecido para a pluripoténcia sdo células-
tronco embriondrias de ratos (mESC), que foram derivadas da massa celular interna
(ICM) do blastocisto do rato ha quase trés décadas. O estabelecimento de condig¢des
de cultura bem definidas permite que os mESC se auto renovem infinitamente,
mantendo um estado pluripotente in vitro, fornecendo uma fonte util de células para
estudos moleculares e diferenciagdo em uma variedade de tipos celulares desejados.
Os fatores de transcrigdo SOX2, Oct4 e Nanog sdo fundamentais para a regulacao da
pluripoténcia e também se ativam e entre si, constituindo uma rede reguladora
transcricional central com recursos de ativagdo automatica e feixes avangados. Sua
importancia no desenvolvimento inicial do embrido ¢ destacada por varios estudos.
No caso do SOX2, AVILION et al. (2002) demonstrou que a supressao desse gene
em camundongos conferiu a letalidade precoce apds atingir o estagio de blastocisto,

que ndo sobrevivem apds a implantacgao. (Figura 2)
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Fonte: Extraido de RIZZINO (2013)

Figura 2 - Desenvolvimento embrionario com identificagdo de momento chave da

presenca de SOX2 e Oct4.

Pouco tempo depois, demonstrou-se que o bloqueio de SOX2 em células-
tronco embriondrias de rato (mESC) interrompia a sua autorrenovagdo e induzia
diferenciagdo (CHEW et al. 2005).

Um ano depois, o interesse em SOX2 aumentou dramaticamente com a
descoberta de TAKAHASHI e YAMANAKA (2006), demonstrando a conversio de
fibroblastos embrionarios de ratos em célula-tronco pluripotente induzida (iPS) por

expressao ectopica de SOX2, juntamente com OCT4, KLF4 e cMYC.

1.9.2 SOX2e Céancer

Dentro de alguns anos apos a descoberta das células iPS, vérios relatos de
expressdo de SOX2 em cancer humano j& apareceram. Isso logo se transformou em
uma avalanche de estudos examinando SOX2 em cancer humano. Os termos de
pesquisa "SOX2 e cancer" geram mais de 2500 acessos no banco de dados Medline
(PubMed) ¢ mais de 17.000 acessos no PubMed Central. Desde 2006, o SOX2 tem

sido implicado no crescimento, na tumorigenicidade, na resisténcia aos
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medicamentos € na metastase em pelo menos 25 tipos diferentes de cancer, incluindo

cancer de ovario, pulmao, pele, cérebro, mama, prostata e pancreas (Quadro 4). Na

maioria destes tumores, foi relatado que SOX2 aumentou a expressio ou a

amplificacdo de genes no tecido tumoral; entretanto, os efeitos da SOX2 na

tumorigenicidade, prognodstico e resisténcia aos medicamentos em cancer humano s6

comecaram a ser explorados, tendo muito a se desenvolver. Porém ¢é evidente, pelo

impressionante nimero de trabalhos publicados até o momento que o SOX2 ¢ um

dos principais atores do cancer e potencial alvo terapéutico (WUEBBEN e RIZZINO

2017).

Quadro 4 - Expressdao de SOX2 e prognodstico dos pacientes em diferentes tipos de

neoplasias
. . Aumento de Queda de Pior prognostico / | Bom prognostico /
UoEs CEmes;r expressao expressao Graus maiores Graus menores
Chen et al. 2008 Chen et al. 2008
Mama Rodriguez-Pinilla et ]
al. 2007 Piva et al. 2014
Long et al. 2009 Saigusa et al. 2009
Lundberg et al.
Colo-retal 2014
Talebi et al. 2015
Carcinoma
embrionario Biermann et al. 2007
(Testiculo)
Gen et al. 2010 Wang et al. 2009
Esofago Bass et al. 2009
Long et al. 2009
Sarcoma de Ewing Ren et al. 2016
. Chen et al.
Tian et al. 2014 2016 Zhang et al. 2010
Wang et al.
2015 Chen et al. 2016
Otsubo et al.
Géstrico 2008 Wang et al. 2015

Tsukamoto et
al.
2005

LiX et al.
2004
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Cont/ Quadro 4
. . Aumento de Queda de Pior prognoéstico / | Bom prognostico /
U0 EBCaliesy expressdo expressdo Graus maiores Graus menores
Annovazzi et al.
Alonso et al. 2011 2011
Glioblastoma Schmitz et al. 2007 Ma et al. 2008

Phi et al. 2008

Annovazzi et al. 2011

CEC Cabega e Bourguignon et al.
Pescoco 2012 Lee etal. 2014 Bayo et al. 2015
Carcinoma
Hepatocelular Sun et al. 2013
Adenocarcinoma de | gy 11 ot a1 2010 Sholl et al. 2010
Pulmio

Cancer de Pulméo ndo
pequena célula

Chou et al. 2013

Cancer de Pulmao

Giire et al. 2000

pequena célula

Rudin et al. 2012

Bass et al. 2009

LuY etal. 2010

Cancer de Pulmao

Hussenet et al. 2010

€Scamoso

Yuan et al. 2010

Sholl et al. 2010

Wilbertz et al. 2011

Wilbertz et al. 2011

Cancer de Pulmao
neuroendocrino

Sholl et al. 2010

Melanoma

Laga et al. 2011

Chen et al. 2013

Carcinoma
Nasofaringeo

Wang et al. 2012

CEC oral

Freier et al. 2009

Du et al. 2011

Belotte et al. 2015

Wang et al. 2014

Belotte et al. 2015

Ovario

Yeetal. 2011

Zhang et al. 2012

Zhang et al. 2012

Pancreas

Sanada et al. 2006

Prostata

Sattler et al. 2000

Kregel et al. 2013

Jiaetal. 2011

Jiaetal. 2011

Carcinoma Naso

Sinusal

Schrock et al. 2013

Schrock et al. 2013

Fonte: Adaptado de WUEBBEN e RIZZINO (2017)
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A expressao de SOX2 pela técnica de imunoistoquimica € viavel em tecido
peniano, como demonstrou MAIER et al. (2011) em estudo em que testou a
expressdo dessa proteina em tecido peniano normal e em céancer de pénis. Esse
estudo ndo correlacionou a presenca ou intensidade da expressdo com dados clinicos

ou prognosticos.

1.10 ALDH1

1.10.1 Definicdo ALDH1

As aldeido desidrogenases formam uma familia de enzimas intracelulares
localizados em quase todos os tecidos de mamiferos, podendo ser no citoplasma,
mitocondria ou nucleo, que catalisam a oxidacdo de aldeidos para o acido
carboxilico. Participam na desintoxica¢do do acetaldeido, do metabolismo de aminas
biogénicas, corticosterdides e acido retindico (MARCATO et al. 2011). A ALDH1
estd localizada no brago longo do cromossomo 9 (9q21.13)

Até hoje 19 isoformas de ALDH foram descritas, sendo a ALDHI1 a isoforma
citosolica, que € requerida na conversao de retinol (vitamina A) para acido retindico,
que ¢ responsavel por diversas vias de desenvolvimento celular; murinas e células
tronco hematopoiéticas humanas foram isoladas com base nos seus niveis elevados
de atividade de ALDH (ZHANG et al. 2012).

Historicamente, apesar das evidéncias da atividade de ALDH nas células
tronco normais (SC) e células tronco de cancer (CSC), ninguém até o momento
conseguir demonstrar os mecanismos por onde isso ocorre (TOMITA et al. 2016)

(Figura 3)
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ALDH1 family (ALDH1A1, ALDH1AZ, ALDH1A3) Regualtion of SCs
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-Tumor Growth {CSC)
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-Inhibit growth
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Transcription
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RARE TocaaT
ROS
Faedback

Fonte: Extraido de TOMITA et al. (2016)
Figura 3 - Modelo esquematico das fungdes de ALDH1

Inicialmente o ALDH foi relacionado em céanceres hematopoiéticos
(CHEUNG et al. 2007), mas logo apds foi também descrito em tumores s6lidos como
por exemplo, cancer da mama, descrito inicialmente em um estudo de GINESTIER
et al. (2007), que demonstraram que a expressao de ALDHI era um preditor de pior
prognostico clinico em tumores de mama.

Além disso, existem varios estudos que demonstram algumas células
cancerosas adquirem resisténcia quimioterapicos através da ativagdo transcripcional
da expressao de ALDHI (KASTAN et al. 1990; MOREB et al. 1992; YOSHIDA et

al. 1993).
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1.10.2 ALDH1 e Cancer

Viérios autores estdo trabalhando na relagdo da expressdo de ALDHI com
cancer. Inicialmente, ja existem alguns artigos sobre a relagdo desse marcador e a
resposta ao quimioterapico em varios tumores diferentes como melanoma, sarcoma e
utero (RAHADIANI et al. 2011; LUO et al. 2012; LOHBERGER et al. 2012). Outras
linhas de pesquisas estudam a relacio de ALDH1 com metéstase linfonodal nos
tumores, que assim como no pénis, determinam o prognoéstico do paciente. Alguns
orgaos ja estudados sdo, por exemplo, vesicula biliar, es6fago e mama (LIU et al.
2011; WANG et al. 2012; KHOURY et al. 2011).

A relagdo definitiva entre sobrevida e este marcador também estd sendo
bastante estudada em diversos tecidos, como por exemplo mama, pulmao, bexiga e
pancreas (YOSHIOKA et al. 2010; SU et al. 2010; KAHLERT et al. 2011; DIMOU
et al. 2012).

Interessante observar que ndo ha uma definitiva relacdo da expressao desse
marcador com o prognodstico em todos os estudos, mesmo quando estudo o mesmo

orgao, como pode ser vista no quadro abaixo.
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Quadro 5 - Expressdo de ALDHI e prognoéstico dos pacientes em diferentes tipos de

neoplasias
TECIDO TIPO DE CANCER PROGNOSTICO REFERENCIA
FAVORAVEL TANAKA 2015
FIGADO HEPATOCARCINOMA FAVORAVEL SUZUKI 2012
SEM RELACAO DOLLE 2012 / MA 2008
. RUIM LI X 2012
N NAO PEQUENAS
PULMAO CELULAS RUIM JIANG 2009
FAVORAVEL GAO 2015
. RESISTENCIA QT WANG et al. 2012
OVARIO ADENOCARCINOMA -
FAVORAVEL HUANG et al. 2014
ESOFAGO CEC RUIM YANG 2014
. RUIM LI XS 2014
ESTOMAGO ADENOCARCINOMA —
SEM RELACAO WAKAMATSU 2012
. RUIM RASHEED 2010
PANCREAS ADENOCARCINOMA -
FAVORAVEL KAHLERT et al. 2011
RUIM GINESTIER et al. 2007
MAMA CARCINOMA DUCTAL
RUIM MORIMOTO 2009
SEM RELACAO LUGLI 2010
COLORRETAL | ADENOCARCINOMA RUIM +
RESISTENCIA QT KAHLERT et al. 2012

Fonte: Adaptado de TOMITA et al. (2016).

Apesar da busca por marcadores em cancer de pénis que possam demonstrar

quais tumores sdo mais agressivos e de pior prognostico, para que possamos

selecionar quais os pacientes candidatos a terapia mais radical, at¢ o momento

nenhuma pesquisa foi realizada a fim de caracterizar a expressdo desses marcadores

selecionados por esse estudo.




OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivos:

Estudar a expressdao imunoistoquimica de SOX2 e ALDH1 na progressao
tumoral em CEC de pénis;

Correlacionar a imunoexpressao de SOX2 e ALDH1 com fatores clinicos,
demograficos e anatomopatologicos selecionados;

Determinar o valor da expressao imunoistoquimica SOX2 e ALDHI na

frequéncia de metastase linfonodal e sobrevida dos pacientes;

33
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3 POPULACAO E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Foram incluidos no estudo os pacientes admitidos no Departamento de
Cirurgia Pélvica do Centro de Tratamento e Pesquisa A.C.Camargo Cancer Center
no periodo de 1953 a 2012, com diagndstico de carcinoma epidermédide do pénis.
Foram selecionados os registros de 224 pacientes habilitados para o estudo.

Apo6s avaliacdo dos prontuarios médicos e selecdo de blocos de parafina e
laminas para confirmagdo diagnostica 203 pacientes permaneceram para a analise

final.

3.1.1 Critérios de Incluséo

Pacientes portadores de carcinoma epidermodide do pénis, submetidos a
amputacao parcial ou total do pénis e a linfadenectomia regional, uni ou bilateral em
qualquer momento do seu seguimento.

Para os pacientes ndo submetidos a linfadenectomia, foram considerados
aqueles com seguimento minimo de cinco anos.

Pacientes que possuiam material arquivado em parafina suficiente para novos

cortes histologicos e confirmagao do diagnostico.
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3.1.2 Critérios de Excluséo

Pacientes que apresentavam metastase a distancia ao diagnostico e que
tinham sido submetidos a algum tipo de tratamento pélvico prévio ou tratamento
adjuvante.

Pacientes com segundo tumor primario diagnosticado durante a evolugao.

3.2 METODOLOGIA

Os dados clinicos e epidemiologicos foram obtidos de forma retrospectiva
dos prontudrios médicos arquivados no Servigo de Arquivo Médico e Estatistica-
SAME do Centro de Tratamento e Pesquisa - A.C.Camargo Cancer Center da
Funda¢ao Antonio Prudente de Sao Paulo.

Os dados coletados dos 203 pacientes portadores de carcinoma epidermdide
do pénis foram registrados em uma ficha de levantamento de dados previamente
definida (Anexo 2).

Foram estudados os respectivos materiais devidamente arquivados em
parafina no Departamento de Anatomia Patoldgica Centro de Tratamento e Pesquisa-
A.C.Camargo Cancer Center da Fundagcdo Antonio Prudente de Sdo Paulo e que
foram passiveis de confirmacdo diagndstica.

A partir do material existente nos blocos de parafina, realizaram-se cortes

para posterior colora¢do imunoistoquimica dos anticorpos SOX2 e ALDHI.
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3.2.1 Diagnéstico

Todos os pacientes foram avaliados inicialmente por exame clinico geral,
analisando-se os diversos aparelhos e sistemas, e exame locorregional, no qual a
lesdo primaria era caracterizada segundo o seu aspecto, localizacdo e extensdo. A
presenga de linfonodos clinicamente metastaticos foi investigada através da palpacao
das regides inguinais. O toque retal foi realizado para avaliagdo de possivel
infiltragdo da raiz do pénis e prostata.

A suspeita clinica foi confirmada sempre pela bidpsia incisional de area
periférica da lesdo. O material de bidpsia obtido foi fixado em formalina a 10% e
incluido em parafina. Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina. Quando os
pacientes ja haviam sido biopsiados em outras instituicdes, as laminas foram

submetidas a revisdo anatomopatoldgica sistematica.

3.2.2 Estadiamento
O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM. As metéstases
pulmonares foram investigadas através de radiografias de térax realizadas nas

incidéncias postero-anterior e perfil.

3.2.3 Procedimento Cirurgico

Todos os pacientes foram tratados por cirurgia. Os tumores foram excisados
com margem macroscopica minima de 2,0 cm. O tipo de cirurgia realizada variou de
acordo com a extensdo do tumor. Os procedimentos realizados foram: ressec¢do
ampla, amputacdo parcial ou total do pénis. No ultimo caso, os pacientes foram

submetidos a uretrostomia perineal.
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\

O tratamento dos linfonodos regionais, quando necessario, foi a
linfadenectomia inguinal ou ilioinguinal bilateral. A linfadenectomia ilioinguinal
consistiu na ressecgdo em monobloco de linfonodos, vasos linfaticos e tecido
aureolar de sustentacdo da cadeia iliaca comum, externa e interna, do contetido da
fossa obturadora e da regido inguinal, conforme técnica preconizada no
Departamento de Cirurgia Pélvica do A.C.Camargo Cancer Center (GENTIL et al.
1986).

Nas linfadenectomias inguinais, a cirurgia limitou-se a essa regido, sendo

ressecados os linfonodos superficiais e profundos.

3.2.4 Seguimento dos Pacientes
O acompanhamento dos pacientes se deu em consultas ambulatoriais. As
consultas foram realizadas mensalmente no primeiro semestre, ¢ bimestrais no
segundo. Do segundo ao terceiro ano de seguimento estas consultas passaram a ser
trimestrais, sendo apos o terceiro ano, realizadas anualmente.
Em todas as consultas, era realizado exame fisico sistematico locorregional.
As radiografias de térax eram realizadas anualmente ou na vigéncia de
sintomas.
Os pacientes foram classificados a partir do seguimento em:
a) vivos sem cancer,
b) mortos pelo cancer ou por complicagdo do tratamento, incluindo 6bito pos-
operatoério (até 30 dias pos-cirurgia),
c) mortos por outras causas,

d) perdidos no seguimento.
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3.2.5 Exame Patoldgico do Tumor Primario

Por se tratar de estudo retrospectivo, os protocolos de fixacdo e inclusdo

foram varidveis de acordo com a época. Os dados macroscopicos foram recuperados

de laudos anatomopatoldgicos em arquivo. Todos os blocos foram recortados com

seccdes novas e corados por HE.

Todas as laminas foram revistas por trés patologistas, Prof. Dr. Fernando

Augusto Soares ¢ Dra. Isabela Cunha do Departamento de Patologia do

A.C.Camargo Cancer Center e pelo Dr. Antonio Cubilla, patologista paraguaio

especialista em carcinoma peniano.

b)

Os critérios usados para definir as variaveis anatomopatologicos foram:
Espessura do tumor: Medida a partir da superficie até a infiltragdo da regiao
mais profunda, com o auxilio de uma escala milimétrica, aplicada sobre o
corte histologico. Foram entao agrupados em 1) até 1 mm 2) de 1-5 mm e 3)
maior que 5 mm.

Grau de diferenciacdo histologica:

Grau I (bem diferenciado): Caracterizado pela presenca de células poligonais
estratificadas, numerosas e visiveis pontes intercelulares, poucas mitoses,
pequeno grau de anaplasia e evidente queratinizacdo, com numerosas €
visiveis pérolas corneas.

Grau II (moderadamente diferenciado): Caracterizado pela presenca de
células poligonais estratificadas, poucas pontes intercelulares, mitoses
numerosas ¢ atipicas, pleomorfismo nuclear evidente e pérolas corneas

escassas ou ausentes.
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Grau III (pouco diferenciado): Caracterizado pela raridade de células
poligonais, com dificil visualizagdo de pontes intercelulares. Predominio de
células pequenas, alongadas e indiferenciadas, acentuado pleomorfismo e
hipercromasia nuclear, com mitoses numerosas e atipicas.

Os tumores com diferentes caracteristicas histologicas foram classificados

segundo o aspecto predominante, exceto os tumores pouco diferenciados, nos quais,

quando havia mais de 10% da érea indiferenciada, foram classificados como grau III.

c)

d)

Embolizacdo vascular linfatica: Caracterizada por células neoplasicas, livres
ou agrupadas, no lumem vascular de paredes delgadas, revestidas por células
endoteliais desprovidas de fibras musculares lisas ou hemacias.

Embolizacdo vascular venosa: Caracterizada por células neoplésicas, livres ou
agrupadas, no limem vascular com hemadcias, revestimento endotelial e fibras
musculares.

[P

Os grupos “c” e “d” foram agrupados em um Unico grupo, como invasao

angiolinfatica ou linfovascular.

e)

g)

h)

Infiltragdo de corpo esponjoso ou cavernoso: Caracterizado por invasdao por
células neoplasicas dessas estruturas vistas ao microscopio, parcial ou
totalmente.

Infiltragdo da Uretra: Caracterizada quando a neoplasia invadia o epitélio e/ou
o corion subjacente.

Invasdo perineural: Caracterizada quando a neoplasia invade o espago
perineural.

Tipo de invasdo: (Padrdo estabelecido segundo critérios modificados de

ANNEROTH et al. (1987) e BRYNE et al. (1989):
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3.2.6
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Padrao tipo Deslocamento (pushing): Caracterizado quando as células
tumorais invadem em grandes blocos celulares com interface tumor-
hospedeiro bem delimitada.

Padrdo tipo Infiltrante (infiltrating): Caracterizado por invasdo em blocos de
corddes solidos de células tumorais que infiltram amplamente o estroma do
orgao.

Tipo Histologico (morfologia): Foram utilizados os critérios previamente
descritos e divididos como grupos de risco conforme previamente publicado
por GUIMARAES et al. (2009) e agrupados em baixo risco (Warty, warty
invasivo, papilar, condiloma gigante, pseudoglandular, cuniculatum,
Verrucoso, verrucoso invasivo, pseudo-hiperplasico, e as formas mistas destas
variantes) e alto risco (demais morfologias).

Padrao de crescimento: Dividido em horizontal ou superficial e vertical
Horizontal: a neoplasia cresce superficialmente, com infiltragdo apenas das
camadas mais superiores do epitélio. Apresenta maior extensdo radial em
comparagdo com a profundidade.

Vertical: a neoplasia tem maior eixo em dire¢ao a profundidade que didmetro.

Atinge as camadas profundas do epitélio e elementos subjacentes.

Técnica de TMA

Apbs pesquisa no arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica, foram

identificadas as laminas histologicas referentes a pega cirargica (tumor peniano). Em

virtude de haver, em varios casos, mais de uma lamina representativa do tumor

primario, todas elas foram revistas por trés patologistas (Prof. Dr. Fernando Augusto
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Soares, Dra. Isabela Werneck da Cunha e o Prof. Dr. Antonio Cubilla), selecionando-
se aquela mais representativa da lesdo.

Para constru¢do do TMA (Anexo 3) o médico patologista selecionou nas
laminas de hematoxilina-eosina as areas do tumor a serem amostradas nos blocos de
parafina. Foram obtidos cilindros de 1 mm da 4rea tumoral que foram montados em
um novo bloco de parafina com posi¢cdo bidimensional determinada e gravada por
equipamento especifico. Foram realizadas amostras em duplicata de cada caso, o que
necessitou de dois blocos receptores. A partir deste novo bloco (BP-TMA) foram
preparados cortes histologicos em laminas polarizadas nas quais foram executadas as
reagcdes de imunoistoquimica com os anticorpos do estudo, seguindo técnica
padronizada no laboratoério de patologia do A.C.Camargo Cancer Center.

Um caso foi definido como adequado, quando o corte resultante ocupou pelo
menos 24% da area total do cilindro. Para maximizar o uso do TMA, todos os cortes
de cinco milimetros foram colhidos em uma unica sessdo e armazenados para uso
posterior. Realizou-se o controle do niimero de casos avalidveis pela coloragdo de
uma lamina a cada 25 cortes pela contagem dos cilindros, quando presentes. O TMA
foi considerado esgotado quando acima de 25% das amostras ndo se encontravam
presentes nas laminas.

A leitura das laminas foi realizada em microscopios comuns ¢ os resultados
classificados para cada reagente. Os resultados foram correlacionados as variaveis
estudadas.

As reagdes de imunoistoquimica para cada anticorpo foram realizadas em
duas laminas do TMA. Como dito anteriormente, ha dois cilindros de cada tumor

alocados no bloco de TMA, o que fez que as analises fossem feitas em quadruplicata.
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Os cortes histologicos foram desparafinizados e preparados por passagens
sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperagdo antigénica pelo calor com
irradiagdo em banho-maria, utilizando-se tampao EDTA + Tris, pH 9,0 por 40
minutos, deixando-se mais 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foi feito o
bloqueio da peroxidase enddégena com solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% (dgua
oxigenada 10 vol.), com trés trocas de 5 minutos cada. Apos o bloqueio da
peroxidase, também se fez o bloqueio de proteina (DAKO® Protein Block Serum-
Free) por 20 minutos. A seguir, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios (conforme o Quadro 6), por 2 horas, em cdmara umida, a temperatura
ambiente. Apos incubagdo, as ldminas foram lavadas em tampao PBS com trés trocas
de 5 minutos cada, sendo incubadas, posteriormente, com NovoLink Max Polymer
(Novocastra), por 30 minutos, a temperatura ambiente, passando em seguida por trés
lavagens de 5 minutos em PBS. As laminas foram reveladas com solugdo de
Diaminobenzidina (DAB, DAKO®) e contra coradas com hematoxilina de Harris
(Merck®). As reacgdes foram realizadas em duas ldminas de TMA com intervalo de
60 cortes entre elas, garantindo que as células analisadas ndo fossem as mesmas.
Procedeu-se entdo a montagem das ldminas em Entellan (MERCK, Germany).

Para todos os anticorpos testados foram realizadas laminas controle da reacao.
Como controle positivo foi utilizado um tecido sabidamente com expressdo da
proteina a ser pesquisada. Foram realizadas duas laminas de controle negativo. A
primeira delas foi feita com a retirada do anticorpo primario e substitui¢ao por soro
bovino fetal. O segundo controle negativo foi realizado com a retirada da reagao do
anticorpo secundario e substitui¢do por soro contendo imunoglobulina do mesmo

halotipo do anticorpo primario, mas da mesma espécie.
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Quadro 6 - Descri¢ao do anticorpo primario utilizado, clones, titulo de diluigdo
e fabricantes.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
SOX2 SP 76 01:50 CELL MARQUE (SIGMA-ALDRICH)
ALDH]1 SP 296 01:50 ABCAM

3.2.7 Interpretacdo das Reac¢des Imunoistoquimicas

A analise da expressdo das proteinas foi realizada por uma patologista
(Isabela Werneck da Cunha) quantificando a marcagao citoplasmatica de ALDH1 e
nuclear de SOX2, sem conhecimento dos dados clinicos dos pacientes.

Devido a multiplicidades de metodologias utilizadas nos estudos relatados e
escassez de trabalhos em tumores de pénis utilizando estes marcadores, bem
como da porcentagem de células positivas mesmos em outros tumores, foi utilizada
avaliagcdo por quartis (0 1 -25% 26 — 50%, 51- 75% e > 76%) por ser essa a
avaliacao mais comum desses marcadores em outros tumores, ilustrados nas Figuras

4a8.




Flgra 4 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagao
iva para SOX2. (aumento 400x)

Figura 5 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagao
positiva (1-25%) para SOX2. (aumento 400x)
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Flgura 6 - Fotomlcrograﬁa de carcinoma espmocelular do pénis com marcag:ao
posmva (26 a 50%) para SOX2. (aumento 400x)

Figura 7 - Fotomicrogréiﬁa de carcinoma espinoelulardo pni commarcac;ﬁo
positiva (51 a 75%) para SOX2. (aumento 400x)



46

- e . e
Figura 8 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagao
positiva (acima de 75%) para SOX2. (aumento 400x)

A maior parte dos casos ndo apresentou imunorreatividade e menos de 10%

apresentou reatividade acima de 25%, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Divisao de casos de acordo com a quantificagdo de marcagdo de
SOX2.

MARCACAO SOX 2 QUANTIDADE DE CASOS (%)
0 134 (66)
1a25% 49 (24.1)
26 2 50% 11 (5,4)
51a75% 7(3,4)

> 76% 2(1,0)
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Como apenas 5 casos de ALDHI apresentaram marcagdo, considerou-se
positiva qualquer marcagao citoplasmatica. Nos casos de SOX2, houve variagdo na
quantidade de marcagdo de area tumoral, com 90% dos casos divididos nos dois
primeiros parametros, sendo entdo distribuidas em negativo (sem marcagdo) e

positivo (qualquer marcagao positiva), como ilustrado abaixo nas Figuras 9 ¢ 10.

Figura 9 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagdo
negativa para ALDH1. (aumento 400x)
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Figura 10 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcago
negativa para ALDH1. (aumento 400x)

3.3 CASUISTICA

3.3.1 Aspectos Demogréficos e Clinicos

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas clinico-demograficas da populacao
estudada. A idade dos 203 pacientes variou entre 22 e 87 com média de 54,9 e
mediana de 54 anos (dp=12,7). Cento e cinquenta e um pacientes (74,4%) eram
brancos e 52 (25,6%) nao brancos.

Dos 203 pacientes 154 (75,9%) eram casados e 44 (21,7%) ndo casados
(solteiros, separados, viavos) e em 5 (2,5%) ndo havia informacdo. Antecedentes de
doenca venérea foi referida em 55 pacientes (27,1%); Cento e dezenove (58,6%)

negavam antecedentes venéreos e ndo havia informagao em 29 (14,3%) dos casos.
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Na apresenta¢do a primeira consulta 147 pacientes (72,4%) apresentavam o
tumor do pénis intacto, enquanto 52 (25,6%) ja tinham sido biopsiados previamente e
quatro (2,0%) ja haviam sido submetidos a amputagcdo. Quase todos os pacientes
referiram como uma das queixas a ferida (95,1%).

Apenas quarenta e um pacientes foram submetidos a postectomia, sendo em
32 (15,8%) a postectomia foi realizada em decorréncia do tumor primario ¢ em 9
casos (4,4%) esta foi realizada sem relagdo ao tumor primario. Cento e cinquenta ¢
sete pacientes (77,3%) ndo a realizaram. Em cinco (2,5%) ndo havia a informacao.

O tempo de evolucdo da doenga até o diagnoéstico variou de 1 a 240 meses
com média de 17,7 meses (dp=29,4) e mediana de 7 meses, sendo agrupados para

analise, em até 6 meses ¢ mais de 6 meses de evolugao.
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Tabela 2 - Frequéncia das varidveis demograficas e clinicas dos 203 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria / medidas Freq. (%0)
Idade Até 60 anos 135 (66,5)
> 60 anos 68 (33,5)
Estado civil Casado 154 (75,9)
Nio casado 49 (24,1)
Raca Branco 151 (74,4)
Nao branco 52 (25,6)
Antecedente venéreos Nao 119 (58,6)
Sim 55(27,1)
Ignorado 29 (14,3)
Sinais e sintomas Feridas + (feridas +outros) 193 (95,1)
Outros nao feridas 10 (4,9)
Postectomia Nao 157 (77,3)
Nao relacionada 8(3,9)
Relacionada 32 (15,8)
Vida adulta 1(0,5)
Ignorado 5(2,5)
Tempo de evolugdo < 6 meses 94 (47,2)
(meses) > 6 meses 105 (52,8)
Doengas previas relacionadas  Nao 111 (54,7)
Eritroplasia Queyrat 1(0,5)
Balanopostite cronica 2 (1,0)
Fimose 80 (39,4)
Ignorado 9 (4.4)
Primeira consulta Biopsiado 52 (25,6)
Amputado 4(2,0)
Intacto 147 (72.,4)

De acordo com o estadiamento clinico T (AJCC7) oito (4,0%) apresentavam

tumores Tla 10 (5,0%) T1b, 85 (42,5%) T2, 89 (44,5%) T3, 6 (3,0%) T4, sendo

ignorado em 2 (1%) casos. Em relagdo ao estadio linfonodal, o nimero de casos NO,

NI, N2, N3 e Nx foi respectivamente, 70 (35,0%); 30 (15,0%); 89 (44,5%); 6

(3,0%) e 5 (2,5%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribui¢do da casuistica de acordo com estadiamento clinico clinicas
dos 203 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Freq. (%)

Estadiamento cT (AJCC7) Tla 8 (4,0)
T1b 10 (5,0)
T2 85 (42,5)
T3 89 (44,5)
T4 6 (3,0)
Tx 2 (1,0)

Estadiamento cN (AJCC7) NO 70 (35,0)
N1 30 (15,0)
N2 89 (44,5)
N3 6 (3,0)
NX 5(2,5)

3.3.2 Aspectos Cirurgicos

Cento e onze (54,7%) pacientes foram submetidos a amputacdo parcial
do pénis e 78 (38,4%) a amputagdo total. Em 6 casos foi realizada a
emasculacgdo (3,0%) 2 casos apenas biopsia excisional (1,0%) e em outros 4 (2,0%),
postectomia. A maioria dos casos o tumor estava localizado em glande e o indice de
complicacdes relacionados a cirurgia do tumor primdrio foi de 25,6%, sendo a mais
comum estenose de meato.

Em 31 (15,3%) pacientes foi realizado esvaziamento inguinal e em 64
(31,5%), esvaziamento inguino-iliaco. Em 105 (51,7%) ndo se realizou
esvaziamento inguinal, mas esse grupo de pacientes apresenta seguimento maior
que 5 anos. Dos 98 pacientes submetidos a linfadenectomia, houve ao menos uma
complicacdo pds-operatoria em 82 (83,7%) casos, sendo as mais frequentes
infec¢cdo, deiscéncia e necrose dos retalhos dermogordurosos, isolados ou em

conjunto. Houve 7 (7,1%) casos de ruptura de vasos femorais e 28 (28,5%) casos de
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linfedema de membros inferiores, geralmente associados a infec¢ao e deiscéncia dos

retalhos de pele. (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo da casuistica de acordo com varidveis de esvaziamento
ganglionar dos 203 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Freq. (%)
Tipo de esvaziamento (0) Nao 105 (51,7)
ganglionar (1) Inguinal 31 (15,3)
(2) Inguinoiliaco 64 (31,5)
(3) Outros 3(1,5)
Complicagdes Nao houve complicacdo 14 (14,3)
relacionadas ao Houve complicagdo 82 (83,7)
esvaziamento Ignorado 2(2,0)

Entre esses 98 pacientes submetidos a linfadenectomia, foram dissecados em
média de 14,1 por paciente (dp= 18,2) (variando de 3 a 77. Em 45 (22,2%) nao
foram encontradas metastases linfonodais a linfadenectomia, em 53 (26,1%) os
linfonodos apresentavam acometimento neoplésico.

Considerando os 52 pacientes em que havia informagao sobre a lateralidade
dos linfonodos metastaticos, observou-se que 26 (50%) apresentavam metastases
unilaterais e outros 26 (50%) bilaterais. J& em relacdo a topografia 28 (53,9%)
estavam apenas na cadeia inguinal 22 (42,3%) inguinoiliaca e 2 (3,8%) apenas
iliaca. (Tabela 5).

De uma forma geral 150 (73,9%) pacientes foram classificados como
negativos para metéstases linfonodais (clinica e patologicamente) enquanto 53

(26,1%) pacientes foram classificados como positivos.
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Tabela 5 - Distribui¢do da casuistica de acordo com avalia¢do linfonodal dos 203
pacientes portadores de carcinoma peniano.

Freq. (%) /

Variavel Categoria / medidas Medidas
Total de linfonodos = 0 (nenhum) 150 (73,9)
positivos >1 53 (26,1)
Lateralidade do Unilateral 26 (12,8)
linfonodo positivo Bilateral 26 (12,8)
Nao se aplica 150 (73,9)
Ignorado 1(0,5)
Cadeia positiva Inguinal 28 (14,5)
Inguinal-iliaco 22 (11,4)
Iliaco 2 (1,0)
Nao se aplica 141 (73,1)

3.3.3 Aspectos Anatomopatolégicos

A principal variante histoldgica foi o CEC de alto risco (72,4%), seguido dos
tipos cuniculatum, pseudoglandular e papilar. Houve apenas 3 casos (1,5%) com
presenga de margem cirdrgica positiva e os estadios patologicos T mais frequentes
foram T2 (52,9%) e T3 (23,6%). O grau de diferenciacdo foi assim representado: 58
pacientes (28,6%) apresentavam tumor grau I (baixo grau); 63 pacientes (31,0%),
tumor grau II (grau intermediario) e 80 (39,4%), tumor grau III (alto grau).

Dos 203 casos estudados, em 186 (91,6%) havia informacgdo sobre a
espessura tumoral, sendo destes 55 casos (27,1%) com espessura de até 5 mm,
enquanto 131 casos (64,5%) espessura maior do que 5 mm.

A invasdo angiolinfatica foi constatada em 42 casos (20,7%) e estava
ausente em 151 casos (74,4%) (10 casos (4,9%) ndo avalidveis). Ja a invasdo
perineural estava presente em 51 casos (25,1%), ausente em 141 (69,5%) e ndo

avaliaveis em 11 (5,4%).
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Foi observada a infiltracdo dos corpos cavernosos em 95 casos (46,8%) e
a sua auséncia em 69 casos (34,0%). Os casos sem informagdo totalizaram 39
(19,2%). A invasao do corpo esponjoso esteve presente em 121 casos (59,6%),
enquanto a sua auséncia foi identificada em cinquenta e quatro casos (26,6%), sendo
28 casos (13,8%) sem informagdo. A invasdo uretral estava presente em 52 casos
(25,6%) e ausente em 95 casos (46,8%), sendo 56 casos (27,6%) sem informagao.

O tipo de invasdo, uma variavel relativamente recente, foi de deslocamento
em 26,1% e em outros 69% a invasdo foi infiltrante. A presenca de HPV foi outro
aspecto estudado, presente em 44 casos (21,7%). Sua auséncia foi constatada em

147 casos (72,4%), com 12 casos (5,9%) sem informacao (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuigdo da casuistica de acordo com variaveis anatomopatologicas
dos 203 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Freq. (%)
Histologia Baixo risco 56 (27,6)
Alto risco 147 (72,4)
Tipo de invasdo (bordas) Deslocamento 53 (26,1)
Infiltrante 140 (69,0)
Indeterminada 10 (4,9)
Grau Baixo Grau 58 (28,6)
Grau Intermediario 63 (31,0)
Alto Grau 80 (39,4)
Indeterminada 2 (1,0)
Infiltragdo de Negativo 54 (26,6)
COTpo esponjoso Positivo 121 (59,6)
Indeterminada 28 (13,8)
Infiltragdo de Negativo 69 (34,0)
COrpos cavernosos Positivo 95 (46,8)
Indeterminada 39 (19,2)
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Cont/Tabela 6
Variavel Categoria Freq. (%)
Infiltragdo de uretra Negativo 95 (46,8)
Positivo 52 (25,6)
Indeterminada 56 (27,6)
Invaséo angiolinfatica Negativo 151 (74,4)
Positivo 42 (20,7)
Indeterminada 10 (4,9)
Invasdo perineural Negativo 141 (69,5)
Positivo 51 (25,1)
Nao avaliavel 11(5.4)
pT (AJCCT7) Tis 1(0,5)
Ta 1(0,5)
Tla 30 (15,7)
T1b 5(2,6)
T2 101 (52,9)
T3 45 (23,6)
T4 2(1,0)
Tx 6(3,1)
Espessura tumoral Até 5 mm 55(27,1)
> 5 mm 131 (64,5)
Indeterminada 17 (8,4)
Coilocitose Ausente 147 (72,4)
(HPV) Presente 44 (21,7)
Indeterminada 12 (5,9)
Padrio de crescimento Superficial 45 (22,2)
Vertical 143 (70,4)
Ignorado 15(7,4)

3.3.4 Seguimento e Sobrevida

O tempo de seguimento variou de 0,1 a 452,8 meses com média de 124,8

(dp=105,5) e mediana de 99,6 meses. Em 29 pacientes (14,3%) houve recorréncia

tumoral. Em 21 casos (10,3%) locorregional e em 8 (3,9%) a distancia. Ao final do

seguimento, 83 (40,9%) pacientes estavam vivos sem doenga, 6 (3,0%) vivo com
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cancer 29 (14,3%) morreram em decorréncia do cancer ou de complicacdo do

tratamento, 79 (38,9%) faleceram por outras causas ¢ 6 (3,0%) foram perdidos de

seguimento (Tabela 7).

Tabela 7 - Situacdo clinica dos 203 pacientes portadores de carcinoma peniano ao

final da atualizacdo dos dados.

Freq. (%) /

Variavel Categoria / medidas Medidas

Status Vivo sem doenga 83 (40,9)
Vivo com doenga 6 (3,0)
Obito por Cancer 29 (14,3)
Obito por outra causa 79 (38,9)

Perdido de vista

6 (3,0)
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4 ANALISE ESTATISTICA

A distribui¢do de frequéncias foi utilizada para descrever as variaveis
categoricas ¢ as medidas de tendéncia central (média e mediana) e de variabilidade
(minimo, méaximo e desvio padrao) para as numéricas.

Para verificar as associagdes entre marcadores e linfonodos (positivo versus
negativo) em relagdo as varidveis categoricas do estudo em tabelas de contingéncia, o
teste de frequéncias do qui-quadrado foi utilizado e, em tabelas 2x2, quando pelo
menos uma frequéncia esperada foi menor do que 5, o teste exato de Fisher foi
adotado.

O tempo de seguimento considerado foi o periodo entre a data de inicio do
tratamento até a data obito ou da tltima informagao quando censurado.

A técnica de Kaplan-Meier foi adotada para estimar cada uma das
probabilidades de sobrevida global e doenca especifica de cada uma das variaveis do
estudo. A diferenca entre as curvas de sobrevida foi verificada através do teste de
logrank (KAPLAN e MEIER 1972).

O nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes estatisticos.

O modelo de regressao de COX foi aplicado para estimar os riscos relativos e
respectivos intervalos de confianga de 95% para ocorréncia de 6bito ou 6bito por
cancer.

Os fatores prognosticos independentes foram estimados através do modelo de

regressao de COX multivariado (ALTMAN 1991a e b).
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Os possiveis fatores de risco independentes para ocorréncia de linfonodos e
também para marcador SOX2, estimados através do Risco Relativo (RR) e
respectivos intervalos de confianga de 95% (95% IC) foram obtidos pelo modelo
multivariado de Regressao Logistica.

Para todas as analises multivariadas, considerou-se nivel de significancia de
10% para inclusdo das variaveis ao modelo, através da técnica “Backward Selection™
(HOSMER e STANLEY 1989).

O programa STATA versao 10.0 foi utilizado para a realiza¢do das analises
estatisticas.

(Ref: STATACorp. 2007. Stata Statistical Software: Release 10.0. College

Station, Texas: Stata Corporation).
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5 RESULTADOS

51 REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

5.1.1 Imunoistoquimica de ALDH1
. Analise Descritiva

Como foram encontrados apenas 5 pacientes com marcagdo positiva do
marcador ALDH1, optamos por realizar uma andlise descritiva, separando os casos
entre positivos (considerando qualquer intensidade de positividade) e negativos.

Iniciamos com as variaveis clinico-demograficas, como pode ser visto na Tabela 8.
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Tabela 8 - Frequéncia das variaveis demograficas e clinicas com imunorreatividade
positiva de ALDHI1 (5 pacientes) em 203 pacientes com carcinoma peniano.

NUmero de casos/

Variavel Categoria / medidas Medidas
Idade Até 60 anos 4
> 60 anos 1
Estado civil Casado 5
Nao casado 0
Racga Branco 3
Pardo 2
Antecedente venéreos Nao 4
Sim 1
Sinais e sintomas Feridas 2
Feridas + Outros sintomas 3
Tempo de evolugdo < 6 meses 4
(meses) > 6 meses 1
Doengas previas relacionadas  Nao 3
Fimose 2
Postectomia Nao 2
Nio relacionada 1
Relacionada 2
Primeira consulta Biopsiado 2
Intacto 3

Na sequéncia, descrevemos a relacio de ALDHI com variaveis de

estadiamento clinico, com destaque para a presenca de linfonodos palpaveis e

acometimento da glande em todos os 5 casos (Tabela 9).
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Tabela 9 - Frequéncia das variaveis estadiamento clinico e cirurgia do tumor
primdrio com imunorreatividade positiva de ALDH1 (5 pacientes) em 203 pacientes
com carcinoma peniano.

Variavel Categoria NUmero de casos
Estadiamento T (AJCC7) Tlb 3

T2 2
Estadiamento N (AJCC7) N2 5
Cirurgia Amputagao parcial

Amputagao total 1
HPV Ausente

Presente 1
Complicagdes da cirurgia Nenhum 5
Localizag¢do do tumor Glande 1

Glande + outra regido 4

Comparando os dados anatomopatoldgicos do tratamento do tumor primario
temos maior prevaléncia de tumores do tipo alto risco histologico, grau mais

agressivo, maior espessura, € com bordas de padrdo infiltrante. (Tabela 10).
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Tabela 10 - Frequéncia das variaveis anatomopatoldgicas com imunorreatividade
positiva de ALDHI1 (5 pacientes) em 203 pacientes com carcinoma peniano.

Variavel

Categoria / medidas

Ndmero de casos/ Medidas

Tipo histologico

Tipo de invasdo
(Bordas)

Margem

Diferenciagao

Infiltragao de
COIpo €spon;joso

Infiltracdo de
COrpos Cavernosos

Infiltragdo de Uretra

Invasdo angiolinfatica

Invaséo perineural

Estadiamento pT
(AJCCT)

Espessura tumoral

SOX2

Baixo risco
Alto risco

Deslocamento
Infiltrante

Negativa
Positiva

Baixo Grau
Grau Intermediario
Alto Grau

Negativo
Positivo

Negativo
Positivo
Naio avaliavel

Negativo
Positivo
Nao avaliavel

Negativo
Positivo

Negativo
Positivo

T1b
T2
T3

Até 5 mm
> 5 mm

Negativo
Positivo

—_

—_—

(9]

N =

w

w

—_—

—_—
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Apesar de os 5 pacientes estarem com linfonodos inguinais palpaveis na
época do diagndstico do cancer de pénis, foi realizado linfadenectomia inguinal em
3 desses pacientes com os seguintes resultados: o total de linfonodos examinados foi
120, sendo que em dois dos trés pacientes havia linfonodos positivos. Como
complicacdo houve ruptura de vasos iliacos em um caso, ndo havendo nenhuma

complicacdo nos outros 2 casos. (Tabela 11).

Tabela 11 - Distribuicdo da casuistica de acordo esvaziamento linfonodal com
imunorreatividade positiva de ALDHI (5 pacientes) em 203 pacientes com
carcinoma peniano.

NUmero de casos/

Variavel Categoria / medidas Medidas
Tipo de esvaziamento (0) Nao 2
ganglionar (2) Inguinoiliaco 3
Lateralidade do Unilateral 2
esvaziamento Bilateral 1
Naio se aplica 2
Complicagdes Nao 2
relacionadas ao Ruptura de vasos 1
esvaziamento Nao se aplica 2
Total de linfonodos =0 (nenhum) 2
examinados >1 3
Total de linfonodos =0 (nenhum) 3
positivos >1 2
Lateralidade do Unilateral 2
linfonodo positivo Nao se aplica 3
Cadeia positiva Inguinal-iliaco 2
Nao se aplica 3

Avaliando

0 prognostico desses 5 casos com marcagdo positiva para

ALDHI, houve um caso de recidiva local 2 meses ap6s a linfadenectomia, que foi

operada. A sobrevida global para esses 5 casos foi de 77,8% (5 anos) e 51,8 (10
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anos) e a sobrevida cancer especifica e livre de doenca foi 77,8% (5 anos) e 77,8%

(10 anos). (Tabela 12).

Tabela 12 - Situagdo clinica com imunorreatividade positiva de ALDH1 (5
pacientes) ao final da atualizagdo dos dados.

NUmero de casos/
Variavel Categoria / medidas Medidas

Status Vivo sem doenga
Vivo com doenga
Obito por Cancer
Obito por outra causa

DN — =

5.1.2 Imunoistoquimica de SOX2

Utilizando a divisao dos grupos entre negativo e positivo (como explicado
na metodologia), a maior parte da nossa amostra foi negativo para a marcacao de
SOX2 (66%). Foram comparados os valores de expressio de SOX2 com as
variaveis clinico-demograficas e encontramos associacdo estatisticamente

significativa para estado civil (p=0,008) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Imunorreatividade de SOX2 segundo variaveis clinico-demograficas em
203 pacientes com carcinoma peniano.

Marcacéo p-valor
Variavel Categoria Negativa  Positiva
Freq.(%)
Faixa etaria (anos) <60 86 (63,7) 49 (36,3) 0,328
> 60 48 (70,6) 20 (29,4)
Estado civil Casado 94 (61,0) 60 (39,0) 0,008
Solteiro+ viavo 40 (81,6) 9 (18,4)
Raca Branco 99 (65,6) 52 (34,4) 0,819
Nao branco 35(67,3) 17 (32,7)
Antecedente venéreos Nio 74 (62,2) 435 (37,8) 0,262
Sim 39 (70,9) 16 (29,1)
Tempo de evolucao < 6 meses 64 (68,1) 30 (31,9) 0,620
(meses) > 6 meses 68 (64,8) 37 (35,2)
Estadiamento ¢T TI+T2 65 (63,1) 38 (36,9) 0,431
T3 +T4 65 (68,4) 30 (31,6)
Estadiamento cN N negativo 42 (60,0) 28 (40,0) 0,215
N positivo 86 (68,8) 39 (31,2)

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado

Quando comparado com varidveis anatomopatologicas, houve associacao
estatisticamente significativa para padrdo de crescimento (p<0,001), infiltracdo de

corpo esponjoso (p=0,025) e uretra (p=0,021), além de marginalmente significativo

para pT (AJCC7) (p= 0,059) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Imunorreatividade de SOX2 segundo variaveis anatomopatoldgicas em
203 pacientes com carcinoma peniano.

Variavel Categoria Marcacéo p-valor
Negativa Positiva
Freq.(%)

Padrdo de crescimento Superficial 20 (44.4) 25 (55,6) <0,001
Vertical 105 (73,4) 38 (26,6)

Histologia Baixo risco 36 (64,3) 20 (35,7) 0,749
Alto risco 98 (66,7) 49 (33,3)

Tipo de invasdo (Bordas) Deslocamento 33 (62,3) 20 (37,7) 0,304
Infiltrante 98 (70,0) 42 (30,0)
Baixo Grau 35 (60,3) 23 (39,7) 0,407

Diferenciagdo Grau Intermediario 42 (66,7) 21(33,3)
Alto Grau 57 (71,2) 23 (28,8)

Infiltragdo de corpo Negativo 28 (51,8) 26 (48,2) 0,025

€sponjoso Positivo 84 (69,4) 37 (30,6)

Infiltragdo de corpos Negativo 43 (62,3) 26 (37,7) 0,503

cavernosos Positivo 64 (67,4) 31(32,6)

Infiltragdo de uretra Negativo 55 (57,9) 40 (42,1) 0,021
Positivo 40 (76,9) 12 (23,1)

Invaséo angiolinfatica Negativo 100 (66,2) 51(33,8) 0,525
Positivo 30(71,4) 12 (28,6)

Invasdo perineural Negativo 91 (64,5) 50 (35,5) 0,194
Positivo 38 (74,5) 13 (25,5)

Estadiamento pT (AJCC7) Tis+tTa+Tla 88 (63,8) 50 (36,2) 0,059
+T1b+T2
T3+ T4 37 (78,7) 10 (21,3)

Estadiamento pN (AJCC7) N negativo 96 (64,0) 54 (36,0) 0,309
N positivo 38 (71,7) 15 (28,3)

Espessura tumoral Até 5 mm 35 (63,6) 20 (36,4) 0,378
>S5 mm 92 (70,2) 39 (29,8)

HPV Ausente 94 (63,9) 53 (36,1) 0,281
Presente 32 (72,7) 12 (27,3)

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado
*p-valor obtido pelo teste exato de Fisher
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5.2.1 Andlise Univariada
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AVALIACAO DO RISCO DE METASTASES LINFONODAIS

Dentre as variaveis clinico-demograficas avaliadas, as que se associaram

com a presenca de metdstase linfonodal na andlise univariada foi o estadiamento

clinico N (p=0,001) (Tabela 15).

Tabela 15 - Status linfonodal segundo variaveis clinicas e demograficas dos

203 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Linfonodos p-valor
Negativos  Positivos
Freq.(%)

Faixa etaria (anos) <60 95 (70,4) 40 (29,6) 0,108
> 60 55 (80,9) 13 (19,1)

Estado civil Casado 119 (77,3) 35(22,7) 0,052
Solteiro+ viavo 31(63,3) 18 (36,7)

Raga Branco 113 (74,8) 38 (25,2) 0,602
Nao branco 37(71,2) 15 (28,8)

Antecedente venéreos Nao 87 (73,1) 32 (26,9) 0,763
Sim 39 (70,9) 16 (29,1)

Tempo de evolugao < 6 meses 67 (71,3) 27 (28,7) 0,431
> 6 meses 80 (76,2) 25(23,8)

Estadiamento cT T1+T2 79 (76,7) 24 (23,3) 0,510
T3 +T4 69 (72,6) 26 (27,4)

Estadiamento cN N negativo 65 (92,9) 5(7,1) <0,001
N positivo 81 (64.,8) 44 (35,2)

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado
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Dentre as varidveis anatomopatologicas e imunoistoquimicas as seguintes

associaram-se significativamente com a presenga de metdstases linfonodais na

analise univariada: a diferenciagdo do tumor primario (p<0,001), invasdo perineural

(p<0,001), invasdo angiolinfatica (p=0,002), o tipo histolégico (p=0,006), a

infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,014) e a espessura tumoral (p=0,036). A

associacao entre expressao de SOX2 e metastase nos linfonodos nao foi significativa

(p=0,309) (Tabela 16).

Tabela 16 - Distribui¢do da casuistica de acordo com linfonodos positivos (ndo/sim).

Linfonodos p-valor
Variavel Categoria Negativos Positivos
Freq.(%)
Padrdo de crescimento Superficial 33 (73,3) 12 (26,7) 0,936
Vertical 104 (72,7) 39 (27,3)
Histologia Baixo risco 49 (87,5) 7 (12,5) 0,006
Alto risco 101 (68,7) 46 (31,3)
Tipo de invasao Deslocamento 44 (83,0) 9(17,0) 0,055
(bordas) Infiltrante 97 (69,3) 43 (30,7)
Baixo Grau 57 (98,3) 1(1,7) < 0,001
Diferenciagao Grau Intermediario 45 (71,4) 18 (28,6)
Alto Grau 46 (57,5) 34 (42,5)
Infiltrag@o de corpo Negativo 39 (72,2) 15 (27,8) 0,591
esponjoso Positivo 92 (76,0) 29 (24,0)
Infiltragdo de corpos Negativo 57 (82,6) 12 (17,4) 0,014
cavernosos Positivo 62 (65,3) 33 (34,7)
Infiltrag@o de uretra Negativo 74 (77,9) 21 (22,1) 0,161
Positivo 35(67,3) 17 (32,7)
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Linfonodos p-valor
Variavel Categoria Negativos Positivos
Freq.(%)

Invasdo angiolinfatica Negativo 119 (78,8) 32 (21,2) 0,002
Positivo 23 (54,8) 19 (45,2)

Invaséo perineural Negativo 120 (85,1) 21 (14,9) < 0,001
Positivo 22 (43,1) 29 (56,9)

Estadiamento pT Tis +Ta +Tla +T1b+T2 109 (79,0) 29 (21,0) 0,219

(AJCCT7) T3 +T4 33 (70,2) 14 (29,8)

Espessura tumoral Até 5 mm 46 (83,6) 9(16,4) 0,036
>S5 mm 90 (68,7) 41 (31,3)

HPV Ausente 104 (70,8) 43 (29,2) 0,250
Presente 35(79,6) 9(20,4)

Expressao de SOX2 Negativa 96 (71,6) 38 (28,4) 0,309
Positiva 54 (78,3) 15(21,7)

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado

*p-valor obtido pelo teste exato de Fisher

5.2.2 Andlise Multivariada

A lista das varidveis que atingiram significancia estatistica na analise

univariada e aquelas que atingiram valores de p de até 0,20 sdo listadas na Tabela 17.



70

Tabela 17 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.
Considerado como habilitadas para analise p até 0,20.

Variavel p(X2)
Invasio Perineural <0,001
Estadio cN <0,001

Grau de Diferenciagdo <0,001
Invasdo angiolinfatica 0,002
Histologia 0,006
Infiltrag@o de corpos cavernosos 0,014
Espessura tumoral 0,036

Estado civil 0,055

Tipo de invasdo 0,055

Conforme resultados obtidos pelo modelo de regressio Logistica
multivariado (Tabela 18), as variaveis possiveis fatores de risco INDEPENDENTES
para ocorréncia de linfonodos positivos estimados para este estudo foram:

v Estadiamento N (AJCC7) com N+ mostrou risco de aproximadamente 5
vezes mais chance do que os com NO.
v Invasdo perineural tem quase 8 vezes mais chance do que os casos com

auséncia dos mesmos.

Tabela 18 - Estimativa dos possiveis fatores de risco independentes estimados
através do Risco Relativo (RR) e respectivos intervalos de confianga de 95% (95%
IC) obtidos pelo modelo de regressdo logistica para ocorréncia de linfonodos
positivos.

Variavel Categoria N RR (95%IC)
multivariado
Estadiamento N (AJCC7) NO 70 1,0 (ref.)
N+ 125 4,73 (1,67 -13,43)
Invasao perineural Negativo 141 1,0 (ref.)

Positivo 51 7,50 (3,45 — 16,33)
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5.3 ANALISE DE SOBREVIDA

5.3.1 Sobrevida Cancer Especifica
. Analise univariada
A taxa de sobrevida cancer especifica em 10 anos da populacao estudada

foi de 84,6%, como mostrado na Figura 11.

Kaplan-Meier survival estimate - Doenca Especifica
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Figura 11 - Curva de sobrevida céancer especifica para os 203 pacientes

portadores de carcinoma espinocelular do pénis.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas, a que influenciou
significativamente a sobrevida cancer especifica foi o estadiamento clinico N

(p<0,012) (Tabela 19).
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Tabela 19 - Probabilidade de Sobrevida Doenga Especifica de acordo com variaveis
demograficas, clinicas e de estadiamento em 203 pacientes com carcinoma peniano.

Probabilidade de Sobrevida
Variavel Categoria doenca especifica (%) p-valor
5-anos 10-anos

Probabilidade sobrevida

cancer especifica 87,0 84,6

Idade Até 60 anos 83,5 81,6 0,054
> 60 anos 93,6 90,3

Estado civil Casado 88,3 87,4 0,130
Solteiro + viavo 82,5 74,1

Raga Branco 87,4 85,5 0,685
Naio branco 85,7 82,0

Antecedente venéreos Nio 86,6 84,0 0,676
Sim 87,0 87,0

Tempo de evolugdo < 6 meses 85,6 84,1 0,688

(meses) > 6 meses 87,7 84,5

Estadiamento ¢T T1+T2 92,7 88,4 0,115
T3 +T4 83,4 83,4

Estadiamento cN NO 95,7 93,6 0,012
N+ 83,5 80,9

p-valor obtido pelo teste de logrank

Dentre as varidaveis anatomopatologicas e que influenciaram
significativamente a sobrevida cancer especifica estdo: padrdo de crescimento
tumoral (p=0,032), grau de diferenciagdo histologica (p<0,001), infiltracdo de
corpos cavernosos (p<0,001), invasdo angiolinfatica (p=0,004), invasdo perineural
(p<0,001), espessura tumoral (p=0,031), estadiamento pT (p=0,008) e metastase
linfonodal (p<0,001). A expressdo de SOX2 (p=0,327) e ALDHI (p=0,547) ndo

influenciaram significantemente a sobrevida cancer especifica (Tabela 20).
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Tabela 20 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 e 10 anos
de acordo com varidveis anatomopatoldgicas e imunoexpressio de SOX2 e

ALDHI em 203 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Probabilidade de Sobrevida
Doenga Especifica (%0) p-valor
5-anos 10-anos
Padrdo de Superficial 95,3 95,3 0,032
crescimento Vertical 82,9 80,8
Histologia Baixo risco 88,9 88,9 0,619
Alto risco 86,1 82,9
Tipo de invasdo Deslocamento 88,4 83,1 0,829
(bordas) Infiltrante 85,4 84,3
Margem Negativa 86,6 84,2 0,376
Positiva 100,0 100,0
Baixo Grau 96,5 96,5 <0,001
Diferenciagao Grau Intermediario 91,1 88,4
Alto Grau 76,1 72,0
Diferenciagao Baixo Grau 96,5 96,5 0,041
(com agrupamento) Grau Intermediario + 82,7 79,3
Alto Grau
Infiltragdo de Negativo 92,0 85,7 0,278
COrpo esponjoso Positivo 82,7 81,4
Infiltragdo de Negativo 96,9 96,9 <0,001
COrpos cavernosos Positivo 76,6 73,2
Infiltracdo de Uretra Negativo 89,1 87,6 0,071
Positivo 76,9 73,8
Invaséo Negativo 90,9 87,9 0,004
angiolinfatica Positivo 71,6 71,6
Invaséao perineural Negativo 91,2 89,0 <0,001
Positivo 73,2 69,3
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Variavel Categoria Probabilidade de Sobrevida
Doenca Especifica (%0) p-valor
5-anos 10-anos
Estadiamento pT Tis +Ta+T1la+T1b 97,1 97,1 0,008
(AJCCT) T2 90,8 87,9
T3 +T4 77,0 73,6
Estadiamento pN NO 95,2 93,2 <0,001
N+ 59,5 55,3
Espessura tumoral Até 5 mm 94,3 92,0 0,031
> 5 mm 82,9 80,2
HPV Ausente 85,6 84,6 0,869
Presente 87,7 84,4
SOX2 Negativo 84,7 83,2 0,327
Positivo 91,1 87,4
ALDHI1 Negativo 87,2 84,8 0,547
Positivo 77,8 77,8

p-valor obtido pelo teste de logrank
pT (AJCCT7) = agrupando Tis +Ta +T1a +T1b (37 casos) ; T3+T4 (47 casos)

° Analise multivariada

As varidveis que atingiram significancia estatistica na andalise univariada

para sobrevida cancer especifica, foram selecionadas para a andlise multivariada,

bem como aquelas que atingiram valores de p de até 0,20 (Tabela 21).
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Tabela 21 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.
Considerado como habilitadas para analise aquelas com p até 0,20.

Variavel p-valor
Metéstase linfonodal <0,001
Grau de diferenciacdo <0,001
Invaséo perineural <0,001
Infiltragdo de corpo cavernoso <0,001
Invasdo angiolinfatica 0,004
Estadio patologico T 0,008
Estadio clinico N 0,012
Espessura tumoral 0,031
Padrao de crescimento 0,032
Estado civil 0,054
Idade 0,071
Infiltragdo da uretra 0,115
Estadio clinico T 0,13

Conforme resultados obtidos pelo modelo de regressdao de COX multivariado,
as varidveis possiveis fatores prognosticos INDEPENDENTES para 6bito cancer
especifico estimados para este estudo foi somente presenca de linfonodos positivos,
que tem quase 9 vezes mais chance de 60bito que os casos com auséncia do mesmo,

conforme Tabela 22.

Tabela 22 - Estimativa dos possiveis fatores prognésticos independentes estimados
através do Risco Relativo (RR) e respectivos intervalos de confianga de 95% (95%
IC) obtidos pelo modelo de regressao de COX para Obito Especifico Cancer.

RR (95%IC)

Variavel Categoria N multivariado

Linfonodos positivos Nao 150 1,0 (ref.)
Sim 53 8,63 (3,94 - 8,92)
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Portanto somente presenga de linfonodos positivos, mostrar ser fator

prognostico independentes para 6bito cancer especifico, neste estudo.

5.3.2 Sobrevida Global
o Analise univariada
A taxa de sobrevida Global em 10 anos da populagdo estudada foi

de 62,9%, como mostrado na Figura 12.

Kaplan-Meier survival estimate
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Figura 12 - Curva de sobrevida Global para os 203 pacientes portadores de

carcinoma epidermoide do pénis.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas, as que influenciaram
significativamente a sobrevida global foram faixa etaria (p<0,001), estado civil

(p<0,001), estadiamento cT (p=0,027) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em 10 anos de acordo
com varidveis clinicas em 203 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Probabilidade de Sobrevida
Variavel Categoria Global (%0) p-valor
5-anos 10-anos

Probabilidade sobrevida  Global (todos os casos) 77,3 62,9

Idade Até 60 anos 80,3 71,5 <0,001
> 60 72,2 47,6

Estado civil Casado 81,1 69,4 0,001
Solteiro + vitivo 65,7 42,0

Raga Branco 76,8 61,6 0,239
Naéo branco 78,9 67,0

Antecedente venéreos Nao 77,4 66,5 0,808
Sim 73,7 48,2

Tempo de evolugdo Até 6 meses 75,5 66,0 0,412

(meses) > 6 meses 78,2 58,8

Estadiamento cT T1+T2 82,4 70,1 0,027
T3 +T4 76,2 58,5

Estadiamento cN N negativo 86,5 71,7 0,061
N positivo 73,8 60,8

p-valor obtido pelo teste de logrank

Dentre  as  varidveis  anatomopatologicas  que  influenciaram
significativamente a sobrevida Global estdo: grau de diferenciagdo histologica
(p=0,019), infiltragdo de corpo cavernoso (p=0,006), infiltracdo de uretra (p=0,005),
invasdo angiolinfatica (p=0,008), invasdo perineural (p<0,001), estadiamento pT
(p=0,018), espessura tumoral (p=0,002), presenca de metastase linfonodal
(p<0,001). A imunoexpressao de SOX2 e ALDH1 nao influenciaram essa sobrevida

(Tabela 24).
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Tabela 24 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em 5 e 10 anos de
acordo com variaveis anatomopatologicas e imunoistoquimicas em 203 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Probabilidade de Sobrevida
Global (%0) p-valor
5-anos 10-anos
Padrao de Crescimento superficial 87,7 75,9 0,154
crescimento Crescimento vertical 71,6 56,2
Histologia Baixo risco 83,1 68,8 0,283
Alto risco 75,1 60,5
Tipo de invasdo Deslocamento 84,4 70,0 0,322
(Bordas) Infiltrante 72,7 59,9
Margem Negativa 77,1 63,4 0,123
Positiva 80,0 60,0
Baixo Grau 89,1 80,6 0,019
Diferenciagao Grau Intermediario 77,2 60,5
Alto Grau 68,0 50,2
Diferenciagao Baixo Grau 89,1 80,6 0,012
Grau Intermediario + Alto 72,1 54,5
Grau
Infiltrag@o de corpo Negativo 76,9 63,5 0,412
€spon;joso Positivo 77,5 61,2
Infiltragdo de corpos  Negativo 87,8 80,6 0,006
cavernosos Positivo 66,9 51,9
Infiltragdo de uretra Negativo 82,4 76,0 0,005
Positivo 64,2 40,8
Invasédo Negativo 81,6 67,6 0,008
angiolinfatica Positivo 57,4 46,7
Invaséao perineural Negativo 81,3 68,2 <0,001
Positivo 62,2 46,9
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Variavel Categoria Probabilidade de Sobrevida
Global (%0) p-valor
5-anos 10-anos
Estadiamento pT Tis +Ta+T1la+T1b 82,2 78,8 0,018
(AJCCT) T2 84,4 71,7
T3 + T4 64,9 41,2
Estadiamento pN N negativo 88,0 72,6 <0,001
(AJCC7) N positivo 42,9 30,9
Espessura tumoral Até 5 mm 86,4 80,0 0,002
> 5 mm 72,9 55,7
HPV Ausente 75,3 59,6 0,106
Presente 77,5 66,3
SOX2 Negativo 70,7 57,3 0,339
Positivo 89,6 73,2
ALDHI1 Negativo 77,3 63,2 0,683
Positivo 51,8 51,8

p-valor obtido pelo teste de logrank

° Analise multivariada

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada

para sobrevida céancer especifica,

selecionadas

para a analise

multivariada, bem como aquelas que atingiram valores de p de até 0,20 (Tabela

25).
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Tabela 25 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.
Considerado como habilitadas para analise aquelas com p até 0,20.

Variavel p-valor
Metéstase linfonodal <0,001
Invasao perineural <0,001
Idade <0,001
Estado civil 0,001
Espessura tumoral 0,002
Infiltragdo da uretra 0,005
Infiltragdo de corpos cavernosos 0,006
Invasdo angiolinfatica 0,008
Estadio patologico T 0,018
Grau de diferenciagdo 0,019
Estadio clinico T 0,027
Estadio clinico N 0,061
HPV 0,106
Margem cirurgica 0,123
Padrdo de crescimento 0,154

Conforme resultados obtidos pelo modelo de regressao de COX multivariado,

as variaveis possiveis fatores progndsticos INDEPENDENTES para qualquer 6bito

estimados para este estudo foram:

v

Faixa etaria acima de 60 anos mostrou risco para Obito de 3 vezes mais
chance do que os pacientes com menos de 60 anos.

Presenga de invasdo perineural tem aproximadamente 2 vezes mais chance de
obito que auséncia de invasao.

Estadiamento pT T3 ou T4 tem mais chance de 6bito do que os pT (Tis +Ta
+Tla +T1b) com quase 2 vezes mais risco (pT2 ndo mostra risco).

Presenca de linfonodos positivos tem aproximadamente 3 vezes mais chance

de obito que os casos com auséncia dos mesmos, conforme Tabela 26.
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Tabela 26 - Tabela A. Estimativa dos possiveis fatores prognosticos independentes
estimados através do Risco Relativo (RR) e respectivos intervalos de confianca de
95% (95% IC) obtidos pelo modelo de regressao de COX para qualquer obito.

RR (95%IC)
Variavel Categoria N multivariado
Faixa etaria (anos) <60 135 1,0 (ref.)
> 60 68 3,27 (2,08 -5,13)
Invasdo perineural Negativo 141 1,0 (ref.)
Positivo 51 2,38 (1,41 —4,00)
Tis +Ta +Tla+T1b 37 1,0 (ref.)
pT (AJCCT7) T2 101 1,19 (0,65 — 2,19)
T3 + T4 47 2,04 (1,04 -3,98)
Linfonodos positivos Nio 150 1,0 (ref.)
Sim 53 2,98 (1,74 -5,09)

Portanto idade, presenca de invasdo perineural, estadiamento pT (AJCC7) e

presenca de linfonodos positivos mostraram ser fatores prognosticos independentes

para Obito neste estudo.
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS GERAIS

A neoplasia de pénis ¢ uma doenca mais prevalente nos paises em
desenvolvimento, provavelmente pelas piores condigdes socioecondmicas e de
higiene, além da auséncia de medidas preventivas. Nessas localidades ainda temos
dificuldade de diagnostico precoce e com isso, dificuldade no tratamento adequado
da doenca. Temos entdo que a maioria dos estudos com grandes incidéncias que
possibilitam a identificacdo de fatores de risco para a ocorréncia de metéstases sdao
originarios desses paises (KAMAT et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994; LOPES et
al. 1996).

Geralmente os pacientes apresentam cancer de pénis entre 40 e 70 anos. Nesta
série, a média de idade foi de 54,9 (dp=12,7), sendo que 73% dos pacientes
apresentavam-se com menos de 60 anos, e a mediana foi de 54 anos. Estudos
brasileiros mostram média entre 55 e 60 anos, enquanto os de paises desenvolvidos a
média se eleva, chegando proximo de 70 anos (HORENBLAS e VAN TINTERE
1994; ORNELLAS et al. 1994; HERNANDEZ et al. 2008; FAVORITO et al. 2008).
A presenga de doentes mais jovens no Brasil talvez se deva as diferencas de
condi¢des de vida, menor numero de postectomias (em nossa amostra apenas 4,4%
dos pacientes eram postectomizados antes do aparecimento do tumor), que se tem
demonstrado um fator protetor, além das diferencas geograficas. Corroborando com

essas mas condi¢des de assisténcia médica, tivemos nessa amostra mais de 50% dos
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pacientes com demora superior a 6 meses apos o inicio dos sintomas para conseguir
iniciar tratamento médico (média de 17,7 meses).

Em relacdo a apresentagdo clinica da doenga na primeira consulta ao servigo
de assisténcia terciaria, como ¢ o A.C.Camargo Cancer Center, foi observado, nesta
série, que 72,4% dos pacientes apresentavam o tumor primdrio intacto, enquanto
apenas 2% dos mesmos chegaram ao consultério do especialista ja& amputado. A
biopsia do tumor foi realizada em 25,6% dos casos. Os dados mais uma vez,
corroboram a dificuldade do diagndstico e tratamento adequados em paises como o

Brasil.

6.2 METASTASE LINFONODAL

Existe um consenso de que o carcinoma de pénis deva ser diagnosticado e
tratado precocemente. Sabe-se que o tratamento de escolha ¢ o cirtrgico, variando a
extensdo da cirurgia de acordo com o tamanho e a invasdo do tumor. E notério que a
linfadenectomia, quando indicada, representa a Unica forma de cura do tumor,
determinando um bom progndstico para o doente, j& que a presenca de metastase
linfonodal representa o principal fator de progndstico do carcinoma peniano
(STAUBITZ et al. 1955; WAJSMAN et al. 1977, NARAYANA et al. 1982;
SUFRIN e HUBEN 1987; YOUNG et al. 1991; KAMAT et al. 1993; ORNELLAS et
al. 1994; LOPES et al. 1996). SUFRIN e HUBEN (1987) estudaram a sobrevida de
varias séries e encontraram sobrevida global de 51,6%; considerando-se pacientes
com linfonodos metastaticos e ndo metastaticos, a sobrevida a 5 anos foi de 27,5 ¢

66,2% respectivamente. Da mesma forma HORENBLAS e VAN TITEREN (1994),
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mostraram indices de sobrevida de 50 e 93% em 5 anos para pacientes com e sem
metastases linfonodais, enquanto SRINIVAS et al. (1987) apresentaram indices de
28 e 74% respectivamente. Na nossa série, a sobrevida cancer especifica em 10 anos
para pacientes com e sem metastase linfonodal foi de 55,3 e 93,2% e a sobrevida
global em 10 anos foi de 30,9 e 72,6%.

Com isso, diversos estudos vém tentando, ao longo dos anos, identificar
fatores de risco para o desenvolvimento de metastases linfonodais no carcinoma de
pénis (ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al. 1996). HALL et al. (1998), estudando
espessura tumoral e observaram que aqueles tumores com mais de Smm de
espessura, apresentavam uma incidéncia aumentada de metastases linfonodais, assim
como LOPES et al. (1996) e CAMPOS et al. (2006), que mostraram significancia em
tumores com mais de Smm como mais associados a metastases em linfonodos. A
casuistica obtida neste estudo, apresentou significancia estatistica para a espessura
tumoral como preditor de metéstases linfonodais (p= 0,036). Além disso, como era
de se esperar, o estadiamento N clinico apresentou significancia nesse quesito, em
amostra univariada (p=0,001) e multivariada (RR = 4,73; IC 95% [1,67 — 13,43]). Ja
a diferenciagdo entre os estadiamentos T, ndo demonstrou diferenga na previsio de
metastase linfonodal (p=0.219).

Analisando invasdo linfatica e vascular pelo tumor, estudos mostram que
essas variaveis sdo preditoras de metastases linfonodais, tanto na analise univariada,
quanto na multivariada (FRALEY et al. 1989; LOPES et al. 1996; SLATON et al.
2001). LOPES et al. (1996), além de concluirem que a presenga desses émbolos
tumorais sdo indicadores significativos de risco para metastases linfonodais tanto na

analise univariada, quanto na multivariada, atribuiram um risco de disseminagao da
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doenca para linfonodos inguinais de 63,5% para pacientes com €mbolos tumorais e
de 30,6% para aqueles sem sinais patologicos de embolizagdo tumoral. Nossa
populacdo também apresentou pior prognostico nos pacientes com invasao
angiolinfatica, com significincia na andlise univariada (p=0,002), como fatores
prognoésticos no desenvolvimento de metastase linfonodais, porém nao na avaliagdo
multivariada. Ja a invasdo perineural mostrou-se preditora de metastases linfonodais,
em analises uni e multivariadas, (p<0,001 ¢ RR= 7,50 IC 95% [3,45 — 16,33]
respectivamente), assim como na literatura (CHAUX et al. 2009).

Em relagdo ao grau de diferenciacdo histologica do tumor, estudos tém
demonstrado que quanto menos diferenciado é o tumor, mais metastases linfonodais
ele apresenta e consequentemente, pior sobrevida quando comparados aqueles bem
diferenciados (SRINIVAS et al. 1987; SOLSONA et al. 1992; HORENBLAS ¢ VAN
TINTEREN 1994; ORNELLAS et al. 1994; SLATON et al. 2001). Demonstra-se
nesse estudo, uma significancia estatistica na analise univariada (p=0,001) do grau de
diferenciagdo tumoral como preditor de metastases linfonodais. SOLSONA et al.
(2001) mostraram que o risco de metéstases linfonodais para tumores de baixo grau
ou bem diferenciados foi superior em 15 vezes, enquanto para os tumores de alto
grau ou indiferenciados foi superior em 75 vezes.

A correlagdo entre o local de invasdo tumoral e a metastase linfonodal vem
sendo mostrado na literatura ao longo dos anos (HORENBLAS ¢ VAN TINTEREN
1994; PIZZOCARO et al. 1997; VILLAVICENCIO et al. 1997; SLATON et al.
2001). Nessa série, apenas a invasdao dos corpos cavernosos (p=0,014); corpo
esponjoso e invasdo uretral, ndo demonstraram ser preditores de risco para metastase

linfonodal com p=0,591 e p=0,161, respectivamente na analise univariada. Em um
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outro trabalho, FICARRA et al. (2005), mostraram significdncia estatistica da
invasdo uretral (p<0,01) e também da invasdo do corpo esponjoso (p<0,01) como
fortes preditores no envolvimento linfonodal no carcinoma peniano.

Em relagdo aos aspectos cirurgicos no manejo do paciente portador de
carcinoma peniano, nossa casuistica apresentou 54,7% de amputacao parcial e 41,4%
de amputacao total, com apenas 3,0% de resseccdo local (postectomia ou biopsia
excisional), no que se refere ao tratamento do tumor primario. Provavelmente isso
ocorreu pela presenca de doenga mais avangada (estadios clinicos T3 e T4) (63,8%).
Esses dados coincidem com a maioria dos trabalhos na literatura (FRALEY et al.
1989; LOPES et al. 1996; FICARRA et al. 2006), nos quais as amputacdes sao
opcdes iniciais, e muitas vezes Unicas de tratamento do tumor primario. Por outro
lado, vale ressaltar, a importancia de técnicas conservadoras, atualmente, cada vez
mais realizadas (OZSAHIN et al. 2006; KAYES et al. 2007; MEIJER et al. 2007;
TEWARI et al. 2007), e cujas vantagens sdo a preservagao funcional e estética do
membro, sem menosprezar o principio fundamental da cirurgia oncoldgica que € o da
segurancga ¢ o da curabilidade da doenca. E importante lembrar, contudo, que nos
pacientes tratados com técnicas conservadoras, o seguimento do mesmo, deve ser
cuidadoso e bem protocolado, evitando os altos indices de recidiva seja ela local e/ou
regional (LONT et al. 2006). Nessa série a recorréncia locorregional ocorreu em 11
casos (16,4%) e a distancia em um caso (1,5%). Em outros dois casos (3,0%), houve
recorréncia tanto locorregional como a distancia.

A técnica classica da linfadenectomia ndo ¢ isenta de complicagdes
(ORNELLAS et al. 1991), podendo chegar a 70% (LOPES 1995). Na literatura o

indice médio de complicacdes relatadas estd em torno de 60% (SKINNER et al.
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1972; KAMAT et al. 1993). As séries contemporaneas apresentam indices menores
de complicagdes, em torno de 50%, a partir de adequados cuidados técnicos durante
a cirurgia € no pos-operatorio (BEVAN-THOMAS et al. 2002; NELSON et al.
2004). Nessa série, dos 98 pacientes (48,3%) submetidos a linfadenectomia, 82
pacientes (83,7%) apresentaram complicacdes isoladas ou associadas. Destas, as
mais frequentes foram as complicacdes de menor intensidade, como a infecgao,
deiscéncia e necrose de retalhos dermogordurosos, isolados ou em conjunto (46,8%),
seguido de linfedema isolado ou ndo (28,4%). Esse grande nimero de complicagdes,
provavelmente se deve a contabilidade de casos mais antigos, classificagdo como
complicacdo a infecgdo e a deiscéncia de sutura, além de seguimento rigoroso desses
pacientes. Importante ressaltar que nenhum caso de linfadenectomia desse estudo foi
realizado por técnica videoendoscopica. Faz-se necessario também salientar que nas
primeiras décadas dessa série de casos, a opgao por realizar ou ndo a linfadenectomia
ndo era protocolar, sendo que a decisdo dependia da opg¢ao do cirurgido responsavel
pelo paciente. Além desse fato, muitos pacientes, por questdes de dificuldade de
acesso ao hospital (visto que vdarios iam a Sdo Paulo vindos do norte e nordeste
brasileiro somente para realizar a cirurgia), somente retornavam ao seguimento apos
convocagdo. Dessa forma, se havia passado um longo periodo de tempo e
clinicamente mantinha-se sem metastase linfonodal, era optado por ndo realizar a
linfadenectomia inguinal. Esses dois fatores explicam o porque de parte dos casos
que seriam normalmente submetidos a linfadenectomia (pelo estadiamento no inicio
do tratamento) nao terem sido operados.

Atualmente ha uma subdivisdo entre os casos de cancer de pénis, com

diversos tipos histologicos, ja previamente descritos e divididos em grupos de risco,
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que foram adotados nessa série (GUIMARAES et al. 2009). Analisando esse dado
em nossa populacdo, apesar de haver diferenga estatistica quando avaliado na
previsdo de metastase linfonodal (p=0,006), isso ndo ocorreu na sobrevida cancer
especifica (p=0,619) e na sobrevida global (p=0,283) talvez pelo grande nimero de
CEC de alto risco (72,4%).

Na nossa analise foram avaliados além de fatores clinico, demograficos e
anatomopatoldgicos cléssicos, o tipo de invasdo segundo critérios modificados de
ANNEROTH et al. (1987) e BRYNE et al. (1989) que utilizaram com resultados
animadores em cancer da cavidade oral, chegando a uma nova grada¢do de
malignidade como indicador prognostico. Em trabalho prévio do nosso grupo
(GUIMARAES et al. 2006) foi definido dois padrdes de infiltragio, um padrio de
infiltragdo por deslocamento, onde as células neoplasicas parecem empurrar as
células do estroma, e um padrio de invasdo do tipo infiltrante, onde as células
tumorais invadem permeando o estroma em corddes tumorais. Esta variavel
anatomopatologica apresentou significancia estatistica em nossa amostra, na analise
univariada (p=0,032).

Uma vez que o tratamento da metéstase linfonodal ¢ atualmente a principal
forma de melhorar a sobrevida dos pacientes com tumor de pénis e a linfadenectomia
inguinal apresenta grande porcentagem de complicagdes e sequelas, busca-se formas
de selecionar qual paciente deva ser submetido a essa cirurgia para se evitar operar
os casos desnecessariamente. Como os fatores clinicos ou anatomopatoldgicos
isoladamente nao tém sido capazes de predizer o risco de metastase linfonodal, nos
pacientes portadores de carcinoma epidermdide de pénis, nem na época do

diagnostico bem como no seu seguimento, novos estudos associando-se fatores
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classicos a elementos da biologia molecular sdo uma opgao na tentativa de selecionar
pacientes com maior risco de metastases linfonodais os quais devem ser tratados de
principio e definir aqueles de baixo risco para metastase, diminuindo a morbidade da
terapéutica.

Ha nesse momento a busca da relagdo entre cancer ¢ células tronco tumorais,
pois acredita-se que uma vez encontrado o ponto de replicacdo do tumor, ha
possibilidade de trabalhar as medicagdes quimioterapicas com alvos especificos.
Dois dos principais agentes estudados no momento nessa classe sio ALDHI e
SOX2. Em ndo havendo artigos cientificos sobre a expressdao desses biomarcadores
nos pacientes com cancer de pénis, selecionamos esses marcadores para avaliarmos a
possivel relagdo entre o aumento desses marcadores com metéstase linfonodal e com

progressdo de doenca.

6.3 IMUNOISTOQUIMICA

As reacdes de imunoistoquimica foram realizadas pelo método TMA visto
que o A.C.Camargo Cancer Center realiza diversos estudos com tumor de pénis e o
uso dessa técnica possibilita varios estudos compartilhar o mesmo bloco de parafina.
Entretanto, entendemos que isso ndo interfere nos resultados das marcagdes pois as
laminas sdo realizadas de forma extremamente cuidadosa por profissionais muito
bem treinados no laboratério de anatomia patologica, retirando material do fronte de
invasdo tumoral. Essa pratica ¢ validada por estudo que demonstra que essa regido
corresponde a parte ativa do tumor e que teoricamente seria a area de maior reagdo

ao marcador de imunoistoquimica. (GUIMARAES et al. 2006)
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6.4 IMUNOISTOQUIMICA DE ALDH1

A aldeido desidrogenase tipo I ¢ um conhecido marcador molecular de
diferenciacdo extensamente investigado em varios tumores, mas nao havia sido
avaliado em céancer de pénis. Além disso, ndo ha at¢ o momento nenhum estudo
demonstrando positividade do marcador em tecido peniano.

O 6rgao mais estudado até o momento ¢ a mama. Sugere-se a presenca da
hiperexpressdao de ALDH1 em carcinomas de mama triplo negativos (classificacdo
utilizada atualmente com grande diferencial progndstico e terapéutico) como fator
independente de mau prognostico (OHI et al. 2010; YOSHIOKA et al. 2010;
KHOURY et al. 2011; ZHOU et al. 2013). Entretanto h4 aparentemente diferenga
nas pacientes mais jovens, j& que um estudo ndo relacionou o marcador com
prognostico quando analisado em pacientes abaixo de 35 anos (TAN et al. 2013).
Algumas informagdes interessantes foram a presenga de grande expressdo estromal
em casos benignos e com melhor prognéstico nos casos de neoplasia com
hiperexpressao estromal (DE BROT et al. 2012; SCHWARTZ et al. 2013).

O ALDHI também esta sendo bastante utilizado em tumores de cabeca e
pescoco. Inicialmente foi demonstrada a presenca de expressdo em imunoistoquimica
e citometria de fluxo em carcinomas cervicais (YAO et al. 2011). Na sequéncia,
demonstraram que a hiperexpressdo desse marcador estava relacionada com a
transformagao maligna em leucoplasia e eritroplasia oral (LIU et al. 2013; FENG et
al. 2013). Em relagdo a prognostico, a expressio de ALDHI no carcinoma
nasofaringeo teria pior progndstico enquanto que ndo alteraria no carcinoma

adenocistico salivar (WU et al. 2013; ZHOU et al. 2012).
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Os tumores colo-retais apresentam pior prognostico quando a expressao desse
marcador estd presente, como ficou demonstrado em estudos de AVORANTA et al.
(2012), KAHLERT et al. (2012) e VOGLER et al. (2012). Seguindo essa mesma
linha, o ALDHI1 ¢ fator independente de mau prognéstico em glioblastomas e
astrocitomas (ADAM et al. 2012; LIU P et al. 2012; LIU DY et al. 2012), cancer de
bexiga (SU et al. 2010), carcinoma de células claras renais (WANG et al. 2013),
cancer de prostata (LI et al. 2009) adenocarcinoma de vesicula biliar (LIU et al.
2011), adenocarcinoma endometridide de utero (RAHADIANI et al. 2011) e CEC de
esofago (WANG et al. 2012), sendo que nesses trés ultimos também ficou
demonstrado também maior metastase linfonodal.

Entretanto, alguns oOrgdos sugerem inversdo na relagdo expressdo e
prognostico, visto que a baixa expressdo esta presente em maior grau tumoral,
aumento de proliferagdo e pior prognoéstico. Incluem-se nesses casos a neoplasia
pulmonar (CEC e adenocarcinoma) (DIMOU et al. 2012; OKUDELA et al. 2013) e
cancer de pancreas (KAHLERT et al. 2011). Quando ¢ analisado o carcinoma de
ovario, um estudo mostra melhor prognostico e sobrevida (CHANG et al. 2009).
Entretanto, estudos mais recentes relacionam pior sobrevida, maior carcinogénese em
varios subtipos histoldégicos (KURODA et al. 2013; LIEBSCHER et al. 2013).

Pelo fato de ser marcador prognostico de alguns CECs de outros 6rgaos e
apresentar relagdo com metastase linfonodal de diversos o6rgdos, importante fator
progndstico em tumores de pénis, acreditamos que esse marcador seria muito util em
carcinoma peniano.

Em nossa amostra, apesar de varias tentativas com diversas diluigdes

diferentes, baseados em metodologias empregadas em outros 6rgdos, apenas 5 casos
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(2,5%) apresentaram alguma reatividade ao ALDHI1. Interessante ressaltar que os
casos positivos aconteceram também em casos antigos, armazenados ha mais de 50
anos (os casos positivos sdo dos anos de 1956, 1961, 1963, 1979 e 1981), o que
diminui a possibilidade de perda da reatividade por se tratar de blocos de parafina
antigos. Na literatura, um Uunico estudo sobre carcinoma de vulva, também
demonstrou baixa positividade do marcador (6,5% dos casos) (WU et al. 2014).
Como nao ha na literatura nenhum estudo desse marcador em tecido peniano,
podemos aventar a hipdtese que este ndo ¢ um bom marcador cancer de pénis.
Entretanto, como foram feitas apenas avaliagdes em tecido de bloco de parafina e
apenas pela técnica de imunoistoquimica, ndo podemos chegar a essa conclusdo
definitiva sem novos experimentos.

Sugerimos o uso de outras técnicas que ndo a imunoistoquimica para buscar
analisar a associacdo entre ALDH1 e carcinoma peniano.

Por conta dessa baixa positividade, optou-se por realizar uma avaliagao
apenas descritiva desses 5 casos. Foi considerado positivo o caso qualquer valor de
reatividade, assim como realizado por outros autores (KITAMURA et al. 2013;
RABINOVICH et al. 2018).

Avaliando todos os casos, algumas variaveis foram predominantes entre os
casos positivos, como o estadio clinico (todos foram IIIb), estadio cN+ (100%), pior
grau histolégico (80% alto grau) e tipo histologico CEC de alto risco (80%),
corroborando com a maioria dos estudos atuais em CECs (WU et al. 2013; YANG et
al. 2017). Apesar de todos esses fatores levarem a pior prognostico, como o0 numero
de casos positivos sdo extremamente baixos, como esperado ndo houve diferenca

significativa na sobrevida cancer especifica nesses 5 casos positivos (p= 0,547).
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6.5 IMUNOISTOQUIMICA DE SOX2

A SOX2, também tem sido estudada em sua relacdo com diversas neoplasias,
como mama, esdfago, ovario, prostata, entre outros. Da mesma forma que a ALDHI,
a SOX2 também nado foi estudada em cancer de pénis, o que dificulta a identificacdo
de um valor de corte para a sua positividade, bem como a comparagdo dos
resultados. Na literatura ndo hd consenso sobre quais os valores de expressdo de
SOX2 nas células tumorais sdo considerados como valor normal (normal like), valor
aumentado (up regulation) e valor diminuido (down regulation) em diferentes tecidos
estudados, sendo utilizados a avaliacdo através de intensidade e 4area positiva da
rea¢do. Optamos por ndo utilizar a intensidade de quantificacdo, pois como a nossa
amostra ¢ extensa e com delta temporal muito elevado (mais de 50 anos entre o
primeiro e o Ultimo caso colocado na casuistica), consideramos que os blocos de
parafina mais antigos poderiam demonstrar marcagdes menos intensas e poderiam
causar grande viés. Em relacdo a porcentagem de area positiva, fizemos divisdo em 5
parametros (0 1-25% 26-50%, 51-75%, acima de 76%). A maior parte dos casos ndo
apresentou imunorreatividade (66%) e a maior parte dos positivos estavam na faixa
entre até¢ 25% (24,1%), como ja demonstrado em Metodologia. A partir desse
momento, optamos por realizar testes estatisticos considerando vérios agrupamentos
contra o negativo, e percebeu-se que 0s casos positivos se equiparavam,
independentemente da porcentagem de positividade. Dessa forma, decidimos
considerar positivo qualquer intensidade de expressdo do marcador, assim como
outros autores (HERREROS-VILLANUEVA 2014, CAMILO et al. 2014,

RODRIGUEZ-PINILLA 2014).
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A imunoexpressdao de SOX2 parece interferir na possibilidade de metastases
linfonodais e no prognoéstico do paciente em diversos tumores. Como nao ha nenhum
registro da andlise da expressdo desse anticorpo em cancer de pénis, utilizaremos os
dados da literatura de outros tumores, como colo de utero, pele, bexiga, colon,
prostata, pancreas, ovario, além de demonstrar a sua relagdo com a proliferacao
celular e possiveis alvos de terapia (MAIER et al. 2011; ZHANG et al. 2012; LOU et
al. 2013; AMINI et al. 2014; LIU et al. 2014; HERREROS-VILLANUEVA 2014,
SANTINI et al. 2014).

Alguns dos estudos mais avancados sdo em relacdo a cancer de mama e
demonstram um pior prognoéstico, além de metastase linfonodal, relagdo com triplo
negativo e maior grau histolégico quando esses tumores expressam SOX2 (ABD EL-
MAQSOUD e ABD EL-REHIM 2014; HUANG et al. 2014). Da mesma forma,
existe a mesma relag@o de pior prognodstico com o aumento do marcador nos tumores
de esdfago (NAGARAIJA e ESLICK 2013; FORGHANIFARD et al. 2014), pulmao
de pequenas células (YANG et al. 2013), colangiocarcinoma (GU ¢ JANG 2014),
laringe (TANG et al. 2013) e hepatocelular (SUN et al. 2013).

Em nossa amostra de 203 casos, tivemos a expressdao da SOX2 positiva em 69
(34%) e negativa em 134 casos (66%). Analisando essa marca¢do com as variaveis
clinico demograficas avaliadas (idade, raga, tempo de evolugdo, antecedentes
venéreos, postectomia, estadio clinico T e estddio clinico N) n3o encontramos
diferenga entre os dois grupos. Entretanto, quando analisamos a marcacao em relagdo
a dados anatomopatoldgicos, ha relacdo estatisticamente significante em relagdo a
padrdo de crescimento, infiltragdo de corpo esponjoso e uretra. O padrio de

crescimento relacionado a maior expressdo de SOX2 foi a de padrdo superficial,
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geralmente relacionado a menor agressividade do tumor. Da mesma forma, a
auséncia de infiltragdo de uretra e corpo esponjoso foi relacionado a maior expressao
do marcador, assim como os estadios pT menos agressivos. Apenas analisando esses
fatores, a tendéncia do marcador em cancer de pénis ¢ de aumento da marcagdo em
casos menos agressivos, com melhor prognostico nos casos de expressao de SOX2,
como aconteceu também em alguns estudos de cancer de pulmio de nido pequenas
células e colo do utero (VELCHETI et al. 2013; KIM et al. 2015).

A metastase linfonodal ja é reconhecida como a principal via de disseminagao
de cancer de pénis, iniciando geralmente na regido inguinal e posteriormente para a
regido pélvica (ZHU 2012). Entretanto como mais de 20% dos linfonodos positivos
ndo sdo clinicamente palpaveis e pelo menos esse mesmo montante de individuos
tem linfonodos palpaveis que na verdade sdo inflamatorios e ndo metastaticos,
buscam-se formas de definir qual paciente deve ser submetido a cirurgia de
linfadenectomia, que ¢ uma cirurgia com alto indice de complicag¢des, como ja foi
visto anteriormente nesse estudo. Nesse momento, grau histoldgico, estadiamento
clinico, subtipo histologico e invasdo angiolinfiatica sdo os principais fatores
preditores de envolvimento linfonodal (HEGARTY et al. 2006; GUIMARAES et al.
2009). Varios autores sugeriram usar biomarcadores como p53, Ki-67, e-caderina,
metaloproteinase-9 entre outros para predizer a metastase linfonodal e o prognostico
dos pacientes, porém até o momento nenhum desses marcadores estdo sendo usados
na pratica clinica (ZHU et al. 2007 2008; GUIMARAES et al. 2007). Entretanto,
assim como relatado por outros autores, nao houve correlagao da expressao de SOX2
com presenga de metastase linfonodal, que é o principal fator independente

prognostico nesse tipo de tumor (HUANG et al. 2014; CHUANG et al. 2015). Da
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mesma forma, outros fatores importantes de avaliagdo progndstica, como invasao
angiolinfatica, invasdo perineural e grau histologico ndo demonstraram nenhuma
relacdo estatistica com a expressao de SOX2.

Avaliando-se sobrevida, tanto doenga especifica como global, ndo houve
nenhuma mudanca com a variacdo da reatividade de SOX2 em nossa amostra, assim
como demonstrados por outros autores em neoplasias tipo CEC de hipofaringe,
laringe e sinonasal (GONZALEZ-MARQUEZ et al. 2013) ¢ CEC de vulva, 6rgio de
mesma regido com fatores de risco semelhantes ao cancer de pénis (BRUSTMANN e
BRUNNER 2013).

Alguns estudos demonstram que o marcador SOX2 tende a aumentar nas
fases de transi¢dao entre epitélio normal, doengas pré-malignas, tumores in situ e
neoplasias definitivas nos tecidos de mucosa oral e vulva (QIAO et al. 2013;
BRUSTMANN e BRUNNER 2013), o que pode ser um alvo de um proximo estudo
com SOX2 e pénis, uma vez que nosso estudo demonstrou que ha reatividade desse
marcador com tecido peniano. Sugerimos também a realizagao de estudos com outras

formas de analise que ndo a imunoistoquimica isolada.

6.6 CONSIDERACOES FINAIS

Ao final desse estudo, podemos destacar como os principais pontos positivos
a possibilidade de utilizar um banco de tumor com mais de 200 casos, com
verificagdo dos fatores anatomopatologicos realizados por alguns dos mais
especializados patologistas em cancer de pénis. Os dados clinicos diagndsticos € os

de seguimento sdo extremamente confidveis pois sdo coletados por um grupo seleto
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de urologistas de apenas uma instituicdo, seguindo protocolo bem estabelecido, com
a colaboracdo de enfermeiros e assistentes sociais especializados em oncologia.
Outros fatores muito importantes sdo a experiéncia, competéncia € o
comprometimento de todo o setor de anatomia patolégica na realizagdo das laminas
de TMA e a sua posterior marcacao imunoistoquimica.

Por outro lado, ha algumas limitagdes a este estudo como ser retrospectivo,
haver um espago de tempo muito longo entre o primeiro e o tltimo caso analisado,
ndo dispor de material fresco para a realizacdo das reacdes de imunoistoquimica e

nao haver estudos prévios com os mesmos marcadores em cancer de pénis.
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CONCLUSOES

Nas condig¢des do presente estudo podemos concluir que:

A expressao por imunoistoquimica de SOX2 ¢ presente no carcinoma
peniano. A expressao por imunoistoquimica de ALDH1 nao ¢ consideravel
no carcinoma peniano.

Dentre as varidveis clinico demograficas, houve associacao entre os indices
de imunorreatividade da SOX2 apenas Estado civil. Dentre as variaveis
anatomopatoldgicas avaliadas apenas o Padrdo de crescimento e as
Infiltragdes de corpo esponjoso e uretra correlacionaram com a expressao de
SOX2.

Nao ha associagdo de SOX2 com a presenca de metéstase linfonodal, a
sobrevida cancer especifica e a sobrevida global.

A imunorreatividade por imunoistoquimica de ALDHI1 ¢ extremamente

limitada nao havendo possibilidade de analise estatistica com as varidveis.
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Anexo 1 - Classificacao histologica

1) Tumores malignos epiteliais de pénis

Carcinoma espinocelular

Carcinoma basaloide

Carcinoma Warty (condilomatoso)

Carcinoma verrucoso

Carcinoma papilifero, ndo especificado de outra forma

Carcinoma sarcomatoso

Carcinoma misto

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma de células de Merkel

Carcinoma de pequenas células do tipo neuroenddcrino

Carcinoma sebaceo

Carcinoma de células claras

Carcinoma de células basais

I1) LesBes precursoras

Neoplasia intraepitelial grau II1

Doenga de Bowen

Eritroplasia de Queyrat

Doenca de Paget

111) Tumores melanociticos

Nevo melanocitico

Melanoma

1) Tumores Mesenquimais

V) Tumores hematopoiéticos

V1) Tumores secundarios

Fonte: OMS (2004)



Anexo 2 — Classifica¢do carcinoma peniano relacionado ao HPV

CEC penianos néo relacionados com 0 HPV CEC peniano relacionado com 0 HPV

. . 7. Carcinoma basaloide
1. Carcinoma espinocelular

la. Carcinoma habitual 7a. Carcinoma papilar-basaloide
1b. Carcinoma pseudo-hiperplasico 8. Carcinoma “warty”
lc. Carcinoma pseudoglandular 8a. Carcinoma “warty”—basaloide
2. Carcinoma verrucoso 8b. Carcinoma de células claras
2a. Carcinoma verrucoso puro 9. Carcinoma semelhante a linfoepitelioma

2b.Carcinoma cuniculatum

3. Carcinoma papilar

4. Carcinoma adenoescamoso

5. Carcinoma escamoso sarcomatoide

6. Carcinoma misto

Fonte: OMS (2018)



Anexo 3 - Ficha de Levantamento de Dados

N°. doArray-__ I
N°. doAP-_ [
RG Y I
Revisto : (m)microfilme (p) prontuario |
Data da Admissao /1
Idade a Admissdo (anos)____ ]
Estado Civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) outros (9) Ign ||
Raca : (1) Branca (2) Amarela (3) Negro (9) Ign |
Sinais / Sintomas : (1) Ferida (2) Dor (3) Inflamacgéo (4) Disuria |
(5) Prurido (6) Outros (9) Ign.
Tempo de Evolucdo (meses) : se ignorado 999 |
Antecedentes venéreos: (0) Ndo (1) Sim (9)Ign ||
Postectomia: (0) Ndo (1) N&o relacionada (2)Relacionada (9) Ign |
Situagdo a 12 consulta : (1) Biopsiado (2) Amputado (3) Esvaziado |
(4)Intacto  (9) Ign

EstadiamentocT: (1) T1 (2)T2 (3)T3 (4 T4 (9) Tx ||
Estadiamento cN: (0) NO (1)N1 (2)N2 (3)N3 (9)Nx |
Estadiamento cM: (0) MO (1)M1 (9)Mx ||
Data da amputacéo / resseccao L

Data do anatomo-patoldgico ]
Cirurgia: (1) Amp. Parcial (2) Amp. Total (3) Exérese |
(4) Postectomia (5) AllA — Inter-ileoabdominal (6)Emasculacéo
Complicacdes relacionadas a cirurgia: (0) Ndo (1) Infeccéo |
(2) Deiscéncia (3) Estenose (4) hemorragia (9) Ign
Data do esvaziamento: I
Tipo esvaziamento ganglionar: (0) Ndo (1) Inguinal (2) Inguino-iliaco (9) Ign |
Intencdo do esvaziamento : (1) Principio (2) necessidade (8) fi aplica (9) Ign |
Lateralidade do esvaziamento : (1) Unilateral (2) bilateral (8)f aplica (9) Ign |
Complicacdes relacionadas esvaziamento: (0)N&o (1)Infeccdo (2) Deiscéncia ||
(3) hematoma (4) necrose (5) linfedema (6)Ruptura vasos (8)f aplica (9) Ign
Total de Linfonodos examinados: I
Total de Linfonodos positivos: ]
Lateralidade linfonodos positivos: (1)Unilat. (2)Bilateral (8)fi aplica (9) Ign |
Cadeia Positiva:(1)Inguinal (2)Inguinal+Iliaco (3)Iliaco (8) fi aplica(9)Ign |
Histologia: (1) CEC (2) warty (3) papilar (4) giant condiloma (5) sarcomatoide |
(6) sendo glandular (7) cuniculatum (8) basaloide (9) other (10) verrucoso
(11) warty — basaloide (12) uretra (13) pseudo hiperplasia (14) adeno — esquamoso
(15) mixed (16) anaplasico (17) Verrucosso Invasivo (18) Warty invasivo



Bordas : (1) Regulares (2) Irregulares (8) Nao avaliavel ||
Grau(Cubilla): (1) baixo grau (2) intermedidrio (3) alto grau (8) ndo avaliavel |
Local anatémico-AP: (1) LP (2) CS (3) CC (4) DT (5) SK (6) A1B (8)f aplica |
Corpo esponjoso-AP:  (0) negativo (1) positivo (8) ndo avaliavel |
Corpo cavernoso-AP: (0) negativo (1) positivo (8) ndo avaliavel |
Uretra-AP: (0) negativo (1) positivo (8) ndo avaliavel ||
Invasdo vascular-AP:  (0) negativo (1) positivo (8) ndo avaliavel ||
Invasao perineural-AP: (0) negativo (1) positivo (8) ndo avaliavel ||
Thickness-AP (mm): |
Index- 1/2/3/4/5/6 e 8 ndo avaliavel |
Infiltracdo de orgédos adjacentes: (0)N&do (1)Presente (9)Ign _ |
Alteracao sugestiva de HPV (coilocitose): (1)Presente (2)Ausente (9) Ign ||
Data da recidiva: ]
Local da recidiva: (0)N&o (1)Coto (2)Regional (3)pulmdes (4)Ossos |
(5) Figado (6)outros (9)Ign.
Tratamento da recorréncia; (1)Nao (2)amputacdo (3)linfadenectomia (4)Rxt |
(5)Qt (6)outros (7)cirurgia meta (8) fi aplica (9)Ign.
Data do ultimo seguimento:
Situacdo no seguimento: (1)Vivo s/ doenca (2)Vivo com doenca |
(3)Obito por Cancer (4)Obito por outra causa (5) perdido de vista
Hiperplasia escamosa (Hiperesc) : (0) ndo tem (1) tem (8)ndo avaliado ||
Tipo Hiperplasia escamosa (Thiperesc): (0) flat (1) papilar |
(2) pseudoepiteliomatosa (3) verrucosa (4) outras (8) ndo avaliado
SIL: (0) ndo tem (1) baixo grau (2) alto grau (8) ndo avaliado ||
Tipo de SIL (Tsil): (0) warty (1) escamoso (2) basaloide |
(3) warty-basaldide (8) ndo avaliado
Liquen Escleroso (LS): (0) negativo (1) positivo (8) ndo avaliado |
Tipo de Liquen Escleroso (TLS): (0) tipico (1) atipico (8) ndo avaliado |
Uretral: (0) sil negativo (1) sil positivo (8)ndo avaliado ||
Localizacdo (macroscopia) : (1) glande (2) prepucio(3) sulco balano — prepucial |
(4) corpo (5) uretra (6) tumor multicéntrico (7) escroto (8) Néao avaliavel
(9) recidiva inguinal — interilio (10) tu em coto recidiva
Invasé@o (macroscopia): (0)ndo tem (1) corpo esponjoso (2) corpo cavernoso |
(3) uretra (4) osso (5) raiz pénis (6) pele (7)escroto (8)N&o avaliavel

Tamanho do pénis (cm)

Tamanho do Tumor (cm)

Margem (cm)

Margem: (o) negativa (1) positiva (8) néo avaliavel




Anexo 4 - Constru¢ao de TMA

Routine histologic
paraffin block

Tissue core Construction of

Collection of cohort tissue microarray

TMA sectioning

Assessment
and processing

of expression

—_—=

Survival

5um section

Tissue microarray

Statistical analysis of biomarker

Giltnane JM, Rimm DL. Construction and use of tissue microarrays for biomarker

identification. Nat Clin Practice Oncol 2004; 1:104-11.
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